1. Микробиология: определение, разделы, связь с другими науками. Задачи медицинской микробиологии, вирусологии. Достижения и проблемы микробиологии, вирусологии, иммунологии. Значение микробиологии в деятельности провизора.

Микробиология — наука, изучающая строение, жизнедеятельность и экологию микроорганизмов — мельчайших форм жизни растительного или животного происхождения, не видимых невооруженным глазом. Микробиология изучает всех представителей микромира (бактерии, грибы, простейшие, вирусы). По своей сути микробиология является биологической фундаментальной наукой. Для изучения микроорганизмов она использует методы других наук, прежде всего физики, биологии, биоорганической химии, молекулярной биологии, генетики, цитологии, иммунологии. Как и всякая наука, микробиология подразделяется на общую и частную. Общая микробиология изучает закономерности строения и жизнедеятельности микроорганизмов на всех уровнях — молекулярном, клеточном, популяционном; генетику и взаимоотношения их с ок¬ружающей средой. Предметом изучения частной микробиологии являются отдельные представители микромира в зависимости от проявления и влияния их на окружающую среду, живую природу, в том числе человека. К частным разделам микробиологии относятся: медицинская, ветеринарная, сельскохозяйственная, техническая (раздел биотехнологии), морская, космическая микробиология.

Многочисленные открытия в области микробиологии, изучение взаимоотношений между макро- и микроорганизмами во второй половине XIX в. способствовали началу бурного развития иммунологии. Вначале иммунология рассматривалась как наука о невосприимчивости организма к инфекционным болезням. В настоящее время она стала общемедицинской и общебиологической наукой. Доказано, что иммунная система служит для защиты организма не только от микробных агентов, но и от любых генетически чужеродных организму веществ с целью сохранения постоянства внутренней среды организма, т.е. гомеостаза.

Иммунология является основой для разработки лабораторных методов диагностики, профилактики и лечения инфекционных и многих неинфекционных болезней, а также разработки иммунобиологических препаратов (вакцин, иммуноглобулинов, иммуномодуляторов, аллергенов, диагностических препаратов). Разработкой и производством иммунобиологических препаратов занимается иммунобиотехнология — самостоятельный раздел иммунологии. 

Современная медицинская микробиология и иммунология достигли больших успехов и играют огромную роль в диагностике, профилактике и лечении инфекционных и многих не инфекционных болезней, связанных с нарушением иммунной системы (онкологические, аутоиммунные болезни, трансплантация органов и тканей и др.).

2. Основные этапы развития микробиологии. Работы Л. Пастера, Р. Коха, И. И. Мечникова, их роль в становлении и развитии мировой науки. Развитие микробиологии в Республике Беларусь.

Основные этапы развития микробиологии и имунологии. 

Историю развития микробиологии можно разделить на пять этапов: эвристический, морфологический, физиологический, иммунологический и молекулярно-генетический.

Пастер сделал ряд выдающихся открытий. За короткий период с 1857 по 1885 г. он доказал, что брожение (молочнокислое, спиртовое, уксуснокислое) не является химическим процессом, а его вызывают микроорганизмы; опроверг теорию самозарождения; открыл явление анаэробиоза, т.е. возможность жизни микроорганизмов в отсутствие кислорода; заложил основы дезинфекции, асептики и антисептики; открыл способ предохранения от инфекционных болезней с помощью вакцинации.

Многие открытия Л. Пастера принесли человечеству огромную практическую пользу. Путем прогревания (пастеризации) были побеждены болезни пива и вина, молочнокислых продуктов, вызываемые микроорганизмами; для предупреждения гнойных осложнений ран введена антисептика; на основе принципов Л. Пастера разработаны многие вакцины для борьбы с инфекционными болезнями.

Однако значение трудов Л. Пастера выходит далеко за рамки только этих практических достижений. Л. Пастер вывел микробиологию и иммунологию на принципиально новые позиции, показал роль микроорганизмов в жизни людей, экономике, промышленности, инфекционной патологии, заложил принципы, по которым развиваются микробиология и иммунология и в наше время.Работы Л. Пастера по вакцинации открыли новый этап в развитии микробиологии, по праву получивший название иммунологического.

Принцип аттенуации (ослабления) микроорганизмов с помощью пассажей через восприимчивое животное или при выдерживании микроорганизмов в неблагоприятных условиях (температура, высушивание) позволил Л. Пастеру получить вакцины против бешенства, сибирской язвы, куриной холеры; этот принцип до настоящего времени используется при приготовлении вакцин. Следовательно, Л. Пастер является основоположником научной иммунологии, хотя и до него был известен метод предупреждения оспы путем заражения людей коровьей оспой, разработанный английским врачом Э. Дженнером. Однако этот метод не был распространен на профилактику других болезней.  Роберт Кох. Физиологический период в развитии микробиологии связан также с именем немецкого ученого Роберта Коха, которому принадлежит разработка методов получения чистых культур бактерий, окраски бактерий при микроскопии, микрофотографии. Известна также сформулированная Р. Кохом триада Коха, которой до сих пор пользуются при установлении возбудителя болезни.

После работ Л. Пастера появилось множество исследований, в которых пытались объяснить причины и механизмы формирования иммунитета после вакцинации. Выдающуюся роль в этом сыграли работы И. И. Мечникова и П. Эрлиха.

Исследования И. И. Мечникова (1845—1916) показали, что большую роль в формировании иммунитета играют особые клетки — макро- и микрофаги. Эти клетки поглощают и переваривают чужеродные частицы, в том числе бактерии. Исследования И. И. Мечникова по фагоцитозу убедительно доказали, что, помимо гуморального, существует клеточный иммунитет. И. И. Мечников, ближайший помощник и последователь Л. Пастера, заслуженно считается одним из основоположников иммунологии. Его работы положили начало изучению иммунокомпетентных клеток как морфологической основы иммунной системы, ее единства и биологической сущности. 

Первую на территории Беларуси попытку использовать микроскоп с медицинской целью предпринял основатель Медицинской академии в Гродно Жилибер, становление микробиологической науки в Беларуси связано с именем Эльберта, основоположником белорусской вирусологии является Вотяков

3. Мир микроорганизмов. Общие с другими организмами и специфические черты микроорганизмов. Отличия прокариотов от эукариотов. Основные формы бактерий.

Микроорганизмы — это организмы, невидимые невооруженным глазом из-за их незначительных размеров.

Критерий размера — единственный, который их объединяет. В остальном мир микроорганизмов еще более разнообразен, чем мир макроорганизмов.3 царства м\о:

• Vira — вирусы;

• Eucariotae — простейшие и грибы;

• Procariotae - истинные бактерии, риккетсии, хламидии, микоплазмы, спирохеты, актиномицеты.

Так же как для растений и животных, для названия микроорганизмов применяется бинарная номенклатура, т. е. родовое и видовое название. 

Царство прокариот включает в себя отдел цианобактерий и отдел эубактерий, который, в свою очередь, подразделяется на порядки:

• собственно бактерии (отделы Gracilicutes, Firmicutes, Tenericutes,Mendosicutes);

• актиномицеты;

• спирохеты;

• риккетсии;

• хламидии.

Порядки подразделяются на группы.

Прокариоты отличаются от эукариот тем, что не имеют:

• морфологически оформленного ядра (нет ядерной мембраны и отсутствует ядрышко), его эквивалентом является нуклеоид, или генофор, представляющий собой замкнутую кольцевую двуни-тевую молекулу ДНК, прикрепленную в одной точке к цито-плазматической мембране; по аналогии с эукариотами эту молекулу называют хромосомной бактерией;

• сетчатого аппарата Гольджи;

• эндоплазматической сети;

• митохондрий.

Имеется также ряд признаков, или органелл, характерных для многих, но не для всех прокариот, которые позволяют отличать их от эукариотов:

• многочисленные инвагинации цитоплазматической мембраны, которые называются мезосомами, они связаны с нуклеоидом и участвуют в делении клетки, спорообразовании и дыхании бактериальной

клетки;

• специфический компонент клеточной стенки — муреин, по химической структуре это пептидогликан (диаминопиеминовая кислота);

• плазмиды — автономно реплицирующиеся кольцевидные молекулы двунитевой ДНК с меньшей, чем хромосома бактерий, молекулярной массой. Они находятся наряду с нуклеоидом в цитоплазме, хотя могут быть и интегрированы в него, и несут наследственную информацию,не являющуюся жизненно необходимой для микробной клетки, но обеспечивающую ей те или иные селективные преимущества в окружающей среде.

Наиболее известны: 

F-плазмиды, обеспечивающие конъюгационный перенос между бактериями;

R-плазмиды — плазмиды лекарственной устойчивости, обеспечивающие циркуляцию среди бактерий генов, детерминирующих устойчивость к используемым для лечения различных заболеваний химиотерапевтическим средствам.

4. Принципы систематики микроорганизмов. Классификация и номенклатура бактерий. Таксономические единицы. Вид и критерии вида микроорганизмов. Понятие о типовом виде.

Систематика бактерий — наука о положении бактерий в органическом мире в соответствии с их происхождением и биологическим сходством.

Принципы систематики бактерий:

1. Феносистематика  основана на анализе максимального кол-ва сопоставляемых признаков (морфологических, физиологических, биохимических, серологических, экологических). Признаки подбирают так, чтобы они были альтернативными. Для попарного сравнения пользуются коэффициентом сходства (подобия) S = 1 означает 100%-ное сходство (идентичность), a S < 0,02 — абсолютноенесходство. 

2. Хемосистематика основана на анализе структуры химических соединений поверхностных образований бактериальной клетки, состав которых имеет видовые отличия.
3. Геносистематика предполагает объединение бактерий на основе степени сходства геномов. 
Молекулярно-генетические критерии систематики:

1)процентное соотношение Г/Ц, которое существенно отличается у различных групп м/о. Этот показатель наиболее часто используют как таксономический признак для характеристики микроорганизмов;

2)коэффициент подобия (колеблется от 25 до 75 %), который определяют по формуле (Г+Ц)/(Г+Ц+Т+А)
3)плазмидный профиль — совокупность типов плазмид;

4)секвенирование — определение последовательности нуклеотидов в рибосомной РНК (рРНК) — «золотой стандарт» систематики.

4. Смешанный подход. 

Таксон (таксономическая единица) — классификационная единица, группа организмов, объединенных по определенным однородным свойствам в рамках той или иной таксономической категории.

Таксоны, применяемые в бактериологии:Домен (Domain) — группа рангом выше царства, объединяющая разные организмы, обладающие определенным набором общих черт.Царство (Kingdom) — совокупность типов бактерий.Тип (Phylum) — совокупность классов бактерий.Класс (Class) — совокупность порядков бактерий.Порядок (Order) — совокупность семейств бактерий.Семейство (Family) — совокупность взаимосвязанных родов бактерий, базируется на основе типового рода.Род (genus) — совокупность близкородственных видов, базируется на основе типового вида. Вид (species)-эволюционно сложившаяся совокупность особей, имеющих экологическое единство 
и близкий генотип, который в стандартных условиях проявляется сходными морфологическими, физиологическими, биохимическими признаками и антигенной структурой. Критерий репродуктивной изоляции у некоторых бактерий не является строгим, всегда выражен лишь до уровня семейств, возможен обмен генетическим материалом между близкородственными родами (например, Salmonella, Shigella,Escherichia)и.приобретение.бактериями.новых.свойств(например, изменение спектра чувствительности к антибиотикам).Подвиды (внутривидовые категории) — совокупность популяций определенного вида, отличающихся рядом признаков, не препятствующих объединению в вид.
Подвидовые таксоны: Вариант (вар) — совокупность популяций микроорганизмов определенного вида, отличающихся по свойствам. Различают морфо-, гено-, ферменто-, серо-, био- (резистенс-, фаго-), эковары.
Штамм (нем. stammen — происходить, ствол, основа) — чистая культура м/о, выделенная из одного определенного источника (организма, окружающей среды). Чистая культура — совокупность микроорганизмов одного вида или варианта, полученная из одного образца и содержащаяся в определенном объеме среды (например, в пробирке). Клон (греч. klon — росток) — генетически однородная чистая культура микроорганизмов, полученная из одной материнской клетки.
Все таксоны до вида определяются одним словом. У видов бактерий 
бинарная номенклатура, т. е. название вида состоит из двух слов: родовое (первое, пишется с прописной буквы) и видовое: Staphylococcus aureus, Escherichia coli.

У подвидов бактерий триарная номенклатура (род, вид, название подвида): Klebsiella pneumonia subspecies rhinoscleromatis.

критерии вида:морфологические (форма и взаимное расположение клеток, размер, строение, тинкториальные свойства); генетические (состав оснований ДНК, последовательность нуклеотидов );культуральные (условия, характер и скорость роста на питательных средах);физиологические (способ питания, тип дыхания); биохимические (спектр продуцируемых ферментов и ферментируемых субстратов);серологические (антигенная структура); биологические (спектр чувствительности к антибиотикам и фагам);экологические (среда обитания, наличие симбиотических или паразитических взаимоотношений с хозяином).

Типовой вид-номенклатурный вид рода, обладающий наиболее типичными для рода св-вами. 

5. Структура бактериальной клетки. Цитоплазматические структуры бактериальной клетки (цитоплазматическая мембрана, мезосомы, цитоплазма, нуклеоид, рибосомы, включения): функции, методы выявления. Кислотоустойчивость бактерий, окраска по Цилю-Нильсену.

ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКАЯ МЕМБРАНА
Строение. В химическом отношении ЦПМ представляет собой липопротеин, состоящий из 15–30 % липидов и 50–70 % белков. Кроме того, в ЦПМ содержится 2–5 % углеводов и незначительное количество РНК. В состав мембранных липидов входят фосфолипиды и нейтральные липиды, у некоторых бактерий встречаются гликолипиды, а у микоплазм — стерины. 

В структурном отношении ЦПМ — двойной слой липидов (гидрофобные концы погружены в мембрану, а заряженные гидрофильные головки торчат с двух сторон наружу). Главная функция липидов — поддержание механической стабильности мембраны и придание ей гидрофобных свойств. Мембранные белки разделяются на структурные и функциональные. 

Структурные белки участвуют в поддержании мембранной структуры и лишены ферментативной активности. К функциональным белкам относятся ферменты.

В зависимости от расположения в мембране и характера связи с липидным слоем мембранные белки делят на три группы: интегральные, периферические и поверхностные. 

Функции мембран: 1Структурная. 2Барьерная (осмотическое давление). 3Интегрирующая. 4 Транспортная (избирательное поступление  выделение веществ) 5 Энергетическая. (ферменты цепи переноса электронов) 6 Участвует в биосинтезе ряда компонентов (ПГ КС, компонентов капсулы). 7 Участвует в репликации ДНК 8 Участвует в клеточном делении 9Участвует в спорообразовании.10Выявление мембран: электронная микроскопия. 
МЕЗОСОМЫ (впячивания)  различаются по размеру, форме и локализации в клетке. 
По форме различают мезосомы: ламеллярные (пластинчатые);везикулярные (имеющие форму пузырьков); тубулярные (трубчатые);смешанные. 
По расположению в клетке различают мезосомы: образующиеся в зоне клеточного деления и формирования поперечной перегородки; к которым прикреплен нуклеоид; сформированные в результате инвагинации периферических участков ЦПМ.Функции мезосом:1Усиливают энергетический метаболизм клеток, увеличивают поверхность.2Участвуют в секреторных процессах (у некоторых Грам+ бактерий).3Участвуют в клеточном делении.4Участвуют в спорообразовании.
Выявление мезосом: электронная микроскопия.
ЦИТОПЛАЗМА.Строение. вода (около 75 %) и различные органические соединения (белков, РНК и ДНК, липидов, углеводов, минеральных веществ). Цитозоль + структурные элементы
Функции цитоплазмы: содержит клеточные органеллы. Выявление цитоплазмы: электронная микроскопия. 
НУКЛЕОИД. Строение. Нуклеоид не отделен от ЦП ядерной мембраной, не имеет ядрышек и гистонов, содержит одну хромосому, имеет гаплоидный (одиночный) набор генов, не способен к митотическому делению, содержит двунитевую молекулу ДНК, небольшое количество РНК и белков.

плазмиды — факторы внехромосомной наследственности в виде дополнительных автономных кольцевых молекул двунитевой ДНК. В плазмидах также закодирована наследственная информация, однако она не является жизненно необходимой для бактериальной клетки.

Функции нуклеиода: хранение и передача наследственной информации, в т. ч. о синтезе факторов патогенности. 

Выявление нуклеоида: 1 Электронная микроскопия. 2 Фазово-контрастная микроскопия нативных препаратов.3 по Романовскому–Гимзе.(н.-фиол, цитопл-бледно-розовый)
РИБОСОМЫ.Строение. две субъединицы 30S и 50S.Малая субъединица 30S содержит 16S рРНК и 21 белок; большая субъединица 50S — 23S и 5S рРНК и 34 белка. Число рибосом тем больше, чем быстрее растет клетка. В процессе белкового синтеза в клетке образуются полирибосомы.
Функции рибосом: Синтез белка, являются «мишенью» для действия многих антибиотиков(70s). Выявление рибосом: электронная микроскопия. 
ВКЛЮЧЕНИЯ. Строение. Запасные вещества разной химической природы и назначения. 
Из полисахаридов в клетках откладываются гликоген, крахмал и гранулеза. В неблагоприятных условиях они используются в качестве источника углерода и энергии. Липиды полимер β-оксимасляной кислоты -источник углерода и энергии. Полифосфаты, содержащиеся в волютиновых гранулах, используются клетками как источник фосфора 

Функции включений:1Трофическая.2Энергетическая.3Дифференциально-диагностическое значение у некоторых бактерий. 
Выявление включений (зерен волютина). 1Окраска по Леффлеру. протоплазма - светло-голубой, зерна волютина —  темно-синий 2.Окраска по Нейссеру. Волютин-темно-синий ; ЦП клетки окрашивается в нежно-желтый 

Кислотоустойчивые бактерии

Кислотоустойчивость некоторых бактерий обусловлена особенностями химического состава их КС: наличием в ней повышенного количества липидов, оксикислот (миколовой и миколеновой), восков. 

 окраска по Цилю–Нильсену: кислотоустойчивые бактерии - рубиново-красный цвет. Кислоточувствительные синий


6. Поверхностные структуры бактериальной клетки (капсула, клеточная стенка, жгутики, фимбрии): строение, функции, методы выявления. Механизм окраски по Граму. Формы бактерий с дефектом клеточной стенки, значение.

Капсула - слизистое образование, располагающееся снаружи КС. Капсулы — результат биосинтеза бактериями органических полимеров и отложения их вокруг клеток. 

Макрокапсула (истинная капсула). Это выраженный слизистый слой, имеющий фибриллярное строение, толщиной больше 0,2 мкм, превышающий диаметр бактериальной клетки, с четко очерченными внешними границами и прочной связью с КС. Макрокапсулу можно видеть в обычный световой микроскоп.Капсула — необязательный компонент. Бактерии, образующие капсулу, могут легко превращаться в бескапсульные формы. меньше 0,2 мкм -микрокапсула, (при электронной микроскопии). Если слизистое вещество имеет аморфный, бесструктурный вид, легко отделяется от поверхности бактериальной клетки, не имеет четких внешних границ, говорят о слизистых слоях (чехлах), окружающих клетку. 

Функции капсулы: 1.Играет защитную роль во внешней среде.2.Является источником запасных питательных веществ. 3.Выполняет адгезивную функцию. 4.Является фактором патогенности.  5.Препятствует действию бактериофагов. 

Выявление капсулы:1. метод Бурри–Гинса.2.В серологических реакциях с противокапсульными сыворотками.3. Электронная микроскопия: капсула визуализируется в виде микрофибрилл из мукополисахаридов, которые тесно прилегают к КС. 
Клеточная стенка. В клеточной стенке грамположительных бактерий содержится небольшое количество полисахаридов, липидов, белков. Основным компонентом толстой клеточной стенки этих бактерий является многослойный пептидогликан (муреин, мукопептид), составляющий 40-90 % массы клеточной стенки. С пептидогликаном клеточной стенки грамположительных бактерий ковалентно связаны тейхоевые кислоты (от греч. teichos — стенка).В состав клеточной стенки грамотрицательных бактерий входит наружная мембрана, связанная посредством липопротеина с подлежащим слоем пептидогликана. На ультратонких срезах бактерий наружная мембрана имеет вид волнообразной трехслойной структуры, сходной с внутренней мембраной, которую называют цитоплазматической. Основным компонентом этих мембран является бимолекулярный слой липидов. Внутренний слой наружной мембраны представлен фосфолипидами, а в наружном слое расположен липополисахарид.

Функции клеточной стенки:1. Обусловливает форму клетки.2. Защищает клетку от механических повреждений извне и выдерживает значительное внутреннее давление.3. Обладает свойством полупроницаемости, поэтому через нее избирательно проникают из среды питательные вещества.

4. Несет на своей поверхности рецепторы для бактериофагов и различных химических веществ.

Метод выявления клеточной стенки - электронная микроскопия, плазмолиз.

Жгутики состоят из белка флагеллина. Число, размеры и расположение жгутиков являются признаками, постоянными для определенного вида, и учитываются при систематике. Но у некоторых бактерий могут образовываться жгутики разных типов. 

Классификация бактерий по числу и расположению жгутиков: Атрихи — жгутики отсутствуют.Монотрихи — один жгутик, расположенный на одном из полюсов клетки. Политрихи — много жгутиков:-лофотрихи — пучок жгутиков на одном полюсе клетки. -амфитрихи — на каждом полюсе клетки расположено по пучку жгутику.перитрихи — жгутики расположены без определенного порядка по всей оверхности клетки. жгутик состоит из трех частей: спиральной нити, крюка и базальноготела.
спиральная нить (фибрилла) — жесткий полый цилиндр диаметром около 120 нм, состоящий из белка флагеллина. Длина нити жгутика может достигать нескольких микрометров.Крюк— относительно короткий цилиндр, состоит из белка, отличающегося от флагеллина, и обеспечивает гибкое соединение нити с базальным телом. Базальное тело находится в основании жгутика и обеспечивает его вращение.  Функции жгутиков:1.Обеспечивают адгезию — начальную стадию инфекционного процесса.2.Обеспечивают подвижность бактерий.3.Определяют антигенную специфичность, это Н-антиген.
Выявление жгутиков:1.ФКМ нативных препаратов («раздавленной» и «висячей» капли). Для того чтобы отличить подвижность от пассивного броуновского движения, к капле исследуемой культуры добавляют каплю 5%-ного водного раствора фенола, активное движение в этом случае прекращается.2.ТПМ нативных препаратов. 3.метод серебрения по Морозову (видны темно-коричневые клетки и более светлые жгутики.)      

ФИМБРИИ (ПИЛИ)— жесткие прямые нити из белка пилина, локализованые на КС. Фимбрии короче и тоньше жгутиков. Фимбрии — необязательная клеточная структура. Фимбрии 1-го (общего) типа имеются у большинства бактерий. Они покрывают всю поверхность клетки, располагаются перитрихиально или полярно. Пили 2-го типа (половые, секс-пили) образуются только мужскими клетками-донорами, содержащими трансмиссивные плазмиды (F, R, Col), в ограниченном количестве (1–4 на клетку). 
Функции фимбрий: 1. Фимбрии обоих типов: обладают антигенной активностью; на них адсорбируются бактериофаги (специфические вирусы бактерий).2. Фимбрии 1-го типа: выполняют адгезивную функцию; осуществляют механическую защиту бактериальной клетки; увеличивают всасывательную поверхность клетки бактерий, участвуют в процессах питания, водно-солевого обмена и в транспорте метаболитов. 3.Половые пили: обеспечивают конъюгацию 
Выявление фимбрий: электронная микроскопия.
Окраска по Граму. (см.в практикуме на стр.9)

Формы бактерий с дефектами кл.стенки(см.практикум на стр.10)
7. Питание микроорганизмов, его способы. Питательные вещества: источники органогенов, факторы роста, микроэлементы. Механизмы проникновения питательных веществ в бактериальную клетку.

Поступление питательных веществ в микробную клетку может происходить за счет:

•  осмоса и диффузии по градиенту концентрации без затрат энергии;

•  пассивного   транспорта,   который   также   осуществляется   по градиенту концентрации с помощью белков-переносчиков, но без затрат клеткой энергии, и отличается от диффузии большей скоростью; 

•  активного транспорта, который идет против градиента концентрации с затратой энергии и возможным частичным расщеплением   субстрата,   осуществляется   белками-переносчиками или ферментами — пермеазами.

По источникам углерода, необходимого для построения биополимеров, бактерии делятся на следующие группы:

•  автотрофы — микроорганизмы, которые используют как единственный источник углерода углекислый газ и не нуждаются в сложных органических соединениях;

•  гетеротрофы — микроорганизмы, которые используют в качестве источника углерода разнообразные органические углеро-досодержащие  соединения   (углеводы,   углеводороды,   аминокислоты,  органические  кислоты)  как биологического, так и небиологического происхождения.

В зависимости от источника получения энергии микроорганизмы делятся:

•  на фототрофные, способные использовать солнечную энергию,

•  хемотрофные, получающие энергию за счет окислительно-восстановительных реакций.

В зависимости от природы доноров электронов:

•  фототрофные литотрофы;

•  хемотрофные литотрофы — использующие в качестве доноров электронов неорганические соединения;

•  фото- и хемоорганотрофы — использующие только органические соединения.   К  последним  принадлежит значительное  большинство бактерий, в том числе патогенные для человека виды. По источникам азота:

•  азотфиксирующие микроорганизмы — способны усваивать молекулярный азот атмосферы;

•  микроорганизмы, ассимилирующие неорганический азот:

•    солей аммония — аммонифицирующие;

•    нитратов — нитратредуцирующие;

•    нитритов — нитритредуцирующие.

Однако большинство патогенных для человека микроорганизмов способны ассимилировать только азот органических соединений.

Микроорганизмы, способные синтезировать все необходимые им органические соединения (углеводы, аминокислоты и др.) из указанных компонентов, называются прототрофами.

Микроорганизмы, неспособные синтезировать какое-либо из необходимых соединений и ассимилирующие их в готовом виде из окружающей среды или организма хозяина (человека, животного), называются ауксотрофами по этому соединению. Чаще всего ими являются патогенные или условно-патогенные для человека микроорганизмы.

Для питания, роста и размножения бактерий необходимы особые вещества, названные факторами роста.
8. Особенности метаболизма у прокариотов. Ферменты бактерий. Конструктивный метаболизм.

Метаболизм (обмен веществ) бактерий представляет собой совокупность 2 взаимосвязанных противоположных процессов: катаболизма и анаболизма.

Катаболизм (диссимиляция) — распад веществ в процессе ферментативных реакций и накопление выделяемой при этом энергии в молекулах АТФ.

Анаболизм (ассимиляция) — синтез веществ с затратой энергии. Особенности метаболизма у бактерий состоят в том, что:

•  его интенсивность имеет достаточно высокий уровень, что возможно обусловлено гораздо большим соотношением поверхности к единице массы, чем у многоклеточных;

•  процессы диссимиляции преобладают над процессами ассимиляции;

•  субстратный спектр потребляемых бактериями веществ очень широк — от углекислого газа, азота, нитритов, нитратов до органических соединений, включая антропогенные вещества — загрязнители окружающей среды (обеспечивая тем самым процессы ее самоочищения);

•  бактерии имеют очень широкий набор различных ферментов — это также способствует высокой интенсивности метаболических процессов и широте субстратного спектра.

Ферменты бактерий по локализации делятся на 2 группы:

•  экзоферменты — ферменты бактерий, выделяемые во внешнюю среду и действующие на субстрат вне клетки (протеазы, полисахариды, олигосахаридазы);

• эндоферменты — ферменты бактерий, действующие на субстраты внутри клетки (расщепляющие аминокислоты, моносахара, синтетазы).

Синтез ферментов генетически детерминирован, но регуляция их синтеза идет за счет прямой и обратной связи, т. е. для одних — репрессируется, а для других — индуцируется субстратом. Ферменты, синтез которых зависит от наличия соответствующего субстрата в среде (бета-галактозидаза, бета-лактамаза), называются индуцибельными.

Другая группа ферментов, синтез которых не зависит от наличия субстрата в среде, называется конститутивными (ферменты гликолиза). Их синтез имеет место всегда, и они всегда содержатся в микробных клетках в определенных концентрациях. Изучают метаболизм бактерий с помощью физико-химических и биохимических методов исследования в процессе культивирования бактерий в определенных условиях на специальных питательных средах, содержащих то или иное соединение в качестве субстрата для трансформации.

Такой подход позволяет судить об обмене веществ путем более детального изучения процессов различных видов обмена (белков, углеводов) у микроорганизмов.

9. Энергетический метаболизм. Дыхание микроорганизмов, его типы. Ферменты и структуры клетки, участвующие в процессе дыхания. Классификация бактерий по отношению к кислороду воздуха.

Дыхание, или биологическое окисление, основано на ОВР, идущих с образованием АТФ-универсального аккумулятора химической энергии. Энергия необходима микробной клетке для ее жизнедеятельности. При дыхании происходят процессы окисления и восстановления: окисление — отдача донорами (молекулами или атомами) водорода или электронов; восстановление — присоединение водорода или электронов к акцептору. Акцептором водорода или электронов может быть молекулярный кислород (такое дыхание называется аэробным) или нитрат, сульфат, фумарат (такое дыхание называется анаэробным — нитратным, сульфатным, фумаратным). 

Анаэробиоз (от греч. аег — воздух + bios — жизнь) — жизнедеятельность, протекающая при отсутствии свободного кислорода. Если донорами и акцепторами водорода являются органические соединения, то такой процесс называется брожением. При брожении происходит ферментативное расщепление органических соединений, преимущественно углеводов, в анаэробных условиях. С учетом конечного продукта расщепления углеводов различают спиртовое, молочнокислое, уксуснокислое и другие виды брожения.

По отношению к молекулярному кислороду бактерии можно разделить на три основные группы: облигатные, т.е. обязательные, аэробы, облигатные анаэробы и факультативные анаэробы.

Синтез биополимеров бактериальной клетки требует энергии. Она образуется в ходе биологического окисления и запасается в виде молекул макроэргов — АТФ и АДФ.

Органеллами дыхания у большинства бактерий являются производные цитоплазматической мембраны — мезосомы, на которых локализуются специальные дыхательные ферменты типа цитохромоксидаз. Тип биологического окисления является одним из ключевых признаков, позволяющих дифференцировать различные микроорганизмы. По этому признаку выделяют 3 группы бактерий:

• 1-я группа — облигатные аэробы, которые способны получать энергию только путем дыхания и нуждаются в молекулярном кислороде как конечном акцепторе электронов. Для них как тип окислительно-восстановительных процессов характерно окисление, при котором конечным акцептором электронов является кислород; ферменты: цитохромоксидазы, супероксиддисмутазы, каталазы;
•  2-я группа - облигатные анаэробы — бактерии, способные расти только в среде, лишенной кислорода. Для них как тип окислительно-восстановительных процессов характерна ферментация, при  которой  происходит  перенос  электронов  от субстрата-донора к субстрату-акцептору; нет ни каталаз, ни пероксидаз!!!
•  3-я группа - факультативные анаэробы — бактерии, способные расти как в присутствии, так и в отсутствие кислорода и использовать в качестве терминальных акцепторов электронов как молекулярный кислород, так и органические соединения. Среди них могут быть:

a) •    факультативно-анаэробные   бактерии,   способные   переключаться с окисления на ферментацию (энтеробактерии); супероксиддисмутазы, каталазы, пероксидазы;

b) аэротолерантные  факультативно-анаэробные  бактерии,  которые могут расти в присутствии атмосферного кислорода, но не используют его, а получают энергию исключительно с помощью брожения (молочнокислые бактерии). Ферменты: пероксидазы.

10. Рост и способы размножения бактерий. Механизм и фазы простого деления. Покоящиеся формы микроорганизмов: причины образования, значение.

Жизнедеятельность бактерий характеризуется ростом — формированием структурно-функциональных компонентов клетки и увеличением самой бактериальной клетки, а также размножением — самовоспроизведением, приводящим к увеличению кол-ва бактериальных клеток в популяции.

Бактерии размножаются путем бинарного деления пополам, реже путем почкования. Актиномицеты, как и грибы, могут размножаться спорами. +размножаются путем фрагментации нитевидных клеток. Грамположительные бактерии делятся путем врастания синтезирующихся перегородок деления внутрь клетки, а грамотрицательные — путем перетяжки, в результате образования гантелевидных фигур, из которых образуются две одинаковые клетки.

Делению клеток предшествует репликация бактериальной хромосомы, приводящая к удвоению молекул ДНК бактериального ядра — нуклеоида. 

Репликация ДНК происходит в три этапа: инициация, элонгация, или рост цепи, и терминация. 

Размножение бактерий в жидкой питательной среде. Бактерии, засеянные в определенный, не изменяющийся объем питательной среды, размножаясь, потребляют питательные элементы, что приводит в дальнейшем к истощению питательной среды и прекращению роста бактерий. Культивирование бактерий в такой системе называют периодическим культивированием, а культуру — периодической. Если же условия культивирования поддерживаются путем непрерывной подачи свежей питательной среды и оттока такого же объема культуральной жидкости, то такое культивирование называется непрерывным, а культура — непрерывной.

При выращивании бактерий на жидкой питательной среде наблюдается придонный, диффузный или поверхностный (в виде пленки) рост культуры. 

Простое деление (изоморфное деление, митоз) наблюдается у большинства одноклеточных микроорганизмов (бактерий, риккетсий, простейших, дрожжей), в результате образуются две новые дочерние полноценные особи, наделенные генетической информацией материнской клетки, симметричные в отношении продольной и поперечной оси, сама материнская клетка исчезает. Механизм и фазы простого деления: 

1. Рост до определенной степени зрелости.  после достижения определенных размеров кл-ка начинает делиться. Во время деления рост клетки замедляется и начинается вновь после деления. 
2. Кариокинез (репликация ДНК и деление нуклеоида). Из созревшей цитоплазмы поступает сигнал, который активирует ген-инициатор на ДНК. Микроорганизмы под действием гена-инициатора синтезируют белок-инициатор, который действует на ген-репликатор — специальный участок ДНК, с которого начинается удвоение ДНК и деление на две нити. Контакт ДНК с ЦПМ осуществляется посредством мезосом. Репликация, начавшаяся в точке прикрепления, идет затем в двух противоположных направлениях. Возникающие дочерние хромосомы остаются прикрепленными к мембране.

3. Цитокинез (деление клетки). Параллельно с репликацией молекул ДНК происходит синтез мембраны рядом с мезосомой, в области контакта ДНК с ЦПМ. Образование перегородки приводит к делению клетки. Деление клетки начинается после окончания репликации ДНК. Это приводит к разделению дочерних молекул ДНК и оформлению обособленных хромосом. Вновь образованные дочерние клетки отделяются друг от друга. 

4. Расхождение образовавшихся дочерних клеток происходит в результате лизиса среднего слоя КС. Если после многократного деления в одной плоскости клетки не расходятся, образуются цепочки палочковидных (Bacillus) или сферических (Streptococcus) клеток или парные клетки (Neisseria). Разъединение клеток возможно с обособлением одной из клеток путем движения по поверхности другой, в результате бактерии располагаются беспорядочно (Escherichia). Если при разъединении одна из дочерних клеток, не отрываясь от точки деления, передвигается по дуге, создается V-образная форма (Corynebacterium, Bifidobacterium). После бинарного деления и расхождения клеток в нескольких плоскостях образуются клеточные скопления разной формы: гроздья (Staphylococcus), пакеты (Sarcina).

Если деление нуклеоида предшествует клеточному делению, образуются многонуклеоидные микроорганизмы. Под влиянием неблагоприятных внешних факторов (соли желчных кислот, УФ-лучи, ПАВ, антибиотики) деление клетки может остановиться с сохранением ее роста. В таком случае возможно образование удлиненных нитевидных клеток.

Период генерации — интервал, в течение которого происходит удвоение количества бактерий. Скорость размножения микроорганизмов в этот период зависит от вида микроорганизма, величины и свойств инокулята, состава питательной среды, ее рН, аэрации, температуры инкубации, других факторов. 

Покоящиеся формы — жизнеспособные, но не жизнедеятельные формы (стадии) развития микроорганизмов с резко сниженным обменом веществ и энергии. Для перенесения неблагоприятных условий. Для этих форм характерно:
1.более толстая оболочка, малопроницаемая, меньшее содержание воды;
2.отсутствуют рост и размножение;
3.понижен метаболизм (гипобиоз, анабиоз), отсутствует выделение токсинов и ферментов;
4.повышена резистентность к повреждающим факторам внешней среды (антибиотикам, антисептикам, дезинфектантам, температуре) и иммунным факторам организма человека;
5.они способны долгое время персистировать в организме или сохраняться во внешней среде.

К покоящимся формам относят: споры бактерий и грибов (образуются во внешней среде); цисты спирохет и простейших (образуются в организме человека); «малые» формы риккетсий; элементарные тельца хламидий; вирион вирусов.
11. Принципы организации, аппаратура и режим работы бактериологической, вирусологической, иммунологической лабораторий. Правила техники безопасности при работе с возбудителями 3-4 групп патогенности.

БАКТЕРИОЛ. ЛАБ. при лечебно-профилактических учреждениях выполняют анализы, необходимые для постановки и уточнения диагноза инфекционного заболевания, способствуя правильному выбору специфического лечения и определению сроков выписки больного из инфекционной больницы. Предметом для исследования в бактериологических лабораториях являются:

 - выделения из организма человека: моча, кал, мокрота, гной, а также кровь, спинномозговая жидкость и трупный материал;

 - объекты внешней среды: вода, воздух, почва, продукты питания, смывы с предметов инвентаря, рук и т. п.

В состав бактериологической лаборатории входят: лабораторные комнаты для бактериологических исследований и подсобные помещения; автоклавная или стерилизационная для обеззараживания отработанного материала и заражённой посуды; моечная, оборудованная для мытья посуды; средоварочная для приготовления, розлива, стерилизации и хранения питательных сред; виварий для содержания подопытных животных; материальная для хранения запасных реактивов, посуды, аппаратуры и хозяйственного инвентаря.

В лаборатории имеется место для окраски микроскопических препаратов, где находятся растворы красок, спирт, кислоты, фильтровальная бумага и пр. Каждое рабочее место снабжено газовой горелкой или спиртовкой и банкой с дезинфицирующим раствором. Для повседневной работы лаборатория должна располагать необходимыми питательными средами, химическими реактивами, диагностическими препаратами и другими лабораторными материалами. 

Аппаратура для выращивания микроорганизмов, стерилизации и других микробиологических целей

1. Термостат. Аппарат, в котором поддерживается постоянная температура. Оптимальная температура для размножения многих микроорганизмов 37°С. Термостаты бывают суховоздушными и водяными. Используются для культивирования микроорганизмов.

2. Микроанаэростат. Аппарат для выращивания микроорганизмов в анаэробных условиях.

3. Сушильный шкаф (печь Пастера). Предназначен для стерилизации лабораторной посуды и других материалов.

4. Автоклав. Предназначен для стерилизации паром под давлением. В микробиологических лабораториях используются автоклавы разных моделей (вертикальные, горизонтальные, стационарные, переносные).

5. Холодильники. Используются в микробиологических лабораториях для хранения культур микроорганизмов, питательных сред, крови, вакцин, сывороток и прочих биологически активных препаратов при температуре около 4°С. Для сохранения биопрепаратов при температуре ниже 0°С используются низкотемпературные холодильники, в которых поддерживается температура -20°С и ниже.

4 группы возбудителей инфекционных заболеваний

1й уровень. (минимальная опасность)

2й Биологические агенты, представляющие потенциальную опасность для персонала и окружающей среды. Часто вызывают серьёзные заболевания.

3й.Вызывают серьёзные или потенциально летальные заболевания в результате ингаляционного заражения, в отношении которых существуют вакцины и способы лечения. В Лабах используют боксы безопасности 2-го класса.( Bacillus anthracis, вирус атипичной пневмонии -SARS).

4й. Опасные и экзотические агенты, вызывающие тяжёлые заболевания, в отношении которых не разработаны вакцины и способы лечения. В лабах исп. боксы безопасности 3-го класса или «костюмы космонавтов» с автономной системой подачи воздуха.(Y. pestis; вирусы геморрагических лихорадок)

Исследования проводятся в бактериологических лабораториях при лечебно-профилактических учреждениях и при центрах гигиены и эпидемиологии.(для 3-4типа возб-лей).

В зависимости от уровня безопасности работы с микроорганизмами микробиологические лаборатории подразделяют на четыре группы риска:

I группа — лаборатории особого режима (максимально изолированные) с высоким индивидуальным и общественным риском;

II группа — режимные лаборатории (изолированные) с высоким индивидуальным и низким общественным риском;

III группа — базовые (основные) лаборатории с умеренным индивидуальным и ограниченным общественным риском;

IV группа — базовые (основные) лаборатории с низким индивидуальным и общественным риском.

На практических занятиях студенты работают с микроорганизмами 
IV группы патогенности. Учебный практикум кафедры микробиологии считается учебной микробиологической лабораторией, где необходимо соблюдать следующие правила: 
В помещение бактериологической лаборатории нельзя входить без специальной одежды —медицинского халата и шапочки, запрещается приносить в практикум верхнюю одежду. Запрещается посещение студентов, работающих в лаборатории, посторонними лицами. Каждый студент должен работать на закреплённом за ним рабочем месте. Во время работы в лаборатории следует соблюдать тишину, порядок и чистоту.

В помещении бактериологической лаборатории категорически запрещается принимать пищу, курить, использовать косметические средства. Ежедневная тщательная уборка помещения производится влажным путём с применением дезинфицирующих жидкостей.

В каждой группе назначается постоянный дежурный студент, который осуществляет контроль за поддержанием чистоты и порядка студентами группы на рабочих местах. 

Всё необходимое для работы на занятии (чашки, пробирки, пипетки, бактериальные петли) студенты берут на специальном столе, туда же ставится выполненная на занятии работа. Пробирки и чашки с инфицированным материалом обязательно подписывают (характер материала, название культуры, дата, № группы, Ф.И.О. исследователя). После окончания работы рабочее место должно быть приведено в полный порядок. 

Перед выполнением работ и после завершения необходимо вымыть руки с мылом. Весь материал, поступающий в лабораторию, должен рассматриваться как инфицированный. 

Работа с биоматериалами проводится в резиновых перчатках. Запрещается прикасаться к биоматериалу и микробным культурам руками. 

12. Микроскопический (бактериоскопический) метод исследования: определение, Цели, этапы, оценка. Типы микроскопических препаратов.

Бактериоскопический метод исследования (БСМИ) — совокупность способов обнаружения и изучения морфологических и тинкториальных (способность окрашиваться) свойств микробов в исследуемом материале (лабораторная культура, патологический материал, пробы из внешней среды) с помощью микроскопии. 

Цели БСМИ:

Установление этиологии заболевания. 

Определение чистоты выделенной культуры. 

Выделяют четыре этапа БСМИ:

Первый этап — забор, хранение и транспортировка материала.

Второй этап — приготовление микропрепаратов.

3й-микроскопия. 

Четвертый этап — заключение. 

В лабораторной практике используют следующие типы микроскопических микропрепаратов: 

I. Препараты, позволяющие изучать микроорганизмы в убитом состоянии. Наиболее часто используется бактериологический мазок. Мазки из жидкого материала (ликвор, моча), Мазки из вязкого материала (мокрота, гной), Тонкий мазок крови, Толстая капля крови, Препарат-отпечаток, Препарат-соскоб, Препарат для электронной микроскопии. 
II. Препараты, позволяющие изучать микроорганизмы в живом состоянии:
Висячая капля, Придавленная капля.

Достоинства метода:
· простой;

· доступный; 

· быстрый; 

· экономичный. 

Недостатки:
· низкая чувствительность световых микроскопов (около 104–105 микроорганизмов в мл), поэтому информативность БСМИ невелика; 

· низкая специфичность из-за схожести морфологии микроорганизмов разных видов, поэтому результаты его могут использоваться как ориентировочные при индикации высоких таксонов;

· обычно как самостоятельный метод БСМИ — поздний метод исследования, так как для накопления концентрации микроорганизмов, улавливаемой БСМИ, необходимо время; в то же время БСМИ используется на всех этапах БЛМИ для контроля чистоты выделяемой культуры. 
13.Методы окраски микроорганизмов. Виды микроскопов. Принципы светлопольной, темнопольной, фазовоконтрастной, люминесцентной, электронной микроскопии.

Сложные методы. Включают последовательное нане​сение на препарат красителей, различающихся по химическому составу и цвету, протрав и дифференцирующих веществ. Это позволяет выявить определенные структуры клеток и дифференцировать одни виды микроорганизмов от других.

	Структура бактерий
	Метод окраски
	Вид препарата

	Споры 
	по Ожешко 
	споры – красные, 

вегетативные клетки – синие

	Капсула
	по Бурри-Гинсу
	бесцветная капсула вокруг красного микроба, 

фон окрашивается в цвет туши

	Клеточная  стенка                
	у некислотоустойчивых – по Граму
	грам+ – фиолетовые, 

грам- – красные

	
	у кислотоустойчивых (микобактерий) –  по Цилю-Нильсену             
	кислотоустойчивые – красные, некислотоустойчивые – синие

	Жгутики
	по Морозову     
	клетки – тёмно-коричневые, жгутики – светло-жёлтые 

	Нуклеоид
	по Романовскому-Гимзе       
	нуклеоид – фиолетовый, цитоплазма – бледно-розовая

	Включения
	по Нейссеру
	палочки – желтые, 

зерна волютина – синие


Техника окраски по Граму:

1) На фиксированный препарат наносят р-р генцианвиолета ч-з фильтровальную бумагу -1-2 мин.

2) Бумагу снимают, наносят р-р Люголя -1 мин.

3) Р-р Люголя сливают, наносят 96%этанол – 30 сек.

4) Промывают водой, окрашивают р-ром водного фуксина -3-5 мин. 

5) Промывают водой, высушивают фильтровальной бумагой, наносят каплю иммерс.масла, микроскопируют.

-> грам- - красные, грам+ - фиолетовые (не обесцв этанолом, не воспринимают фуксин). Некоторые – грамвариабельно.

Микроскопы: световой, темнопольный, фазово-контрастный, люминисцентный, электронный.

Светлопольная микроскопия — основной метод исследования клеток и тканей, в котором для освещения объекта используют лучи видимого спектра.  Изображение создается за счёт различий в степени поглощения света разными участками исследуемого окрашенного объекта. При прохождении пучка света через окрашенный препарат происходит изменение интенсивности света, т. е. меняется амплитуда световой волны. Такие амплитудные изменения легко улавливаются человеческим глазом. Чтобы увеличить разрешающую способность микроскопа и исследовать более мелкие микроорганизмы, используют иммерсионную микроскопию.

Темнопольная микроскопия. Микроскопия в темном поле зре​ния основана на явлении дифракции света при сильном боковом освещении взвешенных в жидкости мельчайших частиц (эффект Тиндаля). Контраст изображения увеличивают за счет регистрации только света, рассеянного изучаемым образцом. При использовании метода темного поля регистрируются даже незначительные различия в преломляющей способности участков препарата
Люминесцентная(или флюоресцентная) микроскопия.Основана на явлении фотолюминесценции. Люминесценция — свечение веществ, возникающее после воз​действия на них каких-либо источников энергии:световых, электронных лучей, ионизирующего излучения. Фотолюминесценция люминесценция объекта под влиянием света. Если осве​щать люминесцирующий объект синим светом, то он испускает лучи красного, оранжевого, желтого или зеленого цвета. В ре​зультате возникает цветное изображение объекта. 

Фазово-контрастная   микроскопия.   Фазово-контрастное  приспособление дает возможность увидеть в микроскоп прозрачные объекты. Они приобретают высокую контрастность изображения, которая может быть позитивной или негативной. Позитивным фазовым контрастом называют темное изображение объекта в светлом поле зрения, негативным — светлое изображение объек​та на темном фоне. Для фазово-контрастной микроскопии используют обычный микроскоп и дополнительное фазово-контрастное устройство, а также специальные осветители.

Электронная микроскопия. Позволяет наблюдать объекты, размеры которых лежат за пределами разрешающей способно​сти светового микроскопа (0,2 мкм). Электронный микроскоп применяется для изучения вирусов, тонкого строения различных микроорганизмов, макромолекулярных структур и других субмик​роскопических объектов.    Используют, в отличие от оптического микроскопа, вместо светового потока пучок электронов с энергиями 200 эВ — 400 кэВ и более (например, просвечивающие электронные микроскопы высокого разрешения с ускоряющим напряжением 1 МВ). Разрешающая способность электронного микроскопа в 1000—10000 раз превосходит разрешение традиционного светового микроскопа. Для получения изображения в электронном микроскопе используются специальные магнитные линзы, управляющие движением электронов в колонне прибора при помощи магнитного поля.
14.Материал для микробиологического исследования: виды, правила забора, хранения, транспортировки в лабораторию. Особенности взятия материала при подозрении на анаэробную инфекцию.

 При микробиологической диагностике клинический материал забирается из организма больного и/или носителя, при проведении эпидемиологического анализа — дополнительно исследуются пробы из объектов внешней среды (воды, воздуха, почвы, продуктов питания, смывы с предметов, инвентаря). 

Выделения, жидкости и ткани организма (гной, мокрота, кровь, испражнения, рвотные массы, моча, содержимое полостей зева и носа, промывные воды бронхов и желудка, ликвор, выделения из половых органов, трупный материал). В каждом случае учитывают особенности предполагаемой инфекции, место максимальной локализации возбудителя и пути его выделения в окружающую среду. Материал для исследования берут, соблюдая правила асептики. 

Организационно забор клинического материала для микробиологического исследования может производиться следующими способами:
1. Оптимальным является взятие материала в лаборатории, где предусмотрены помещения для регистрации больных и забора у них материала. Взятие материала производит специально обученный средний медицинский персонал. 

2. Забор материала в кабинете врача, принимающего больного. 
В этом случае в кабинете необходимо иметь термостат, поддерживающий температуру 37 ºС. Взятие материала и посев его на предварительно прогретую в термостате питательную среду производит лечащий врач, который затем все засеянные питательные среды помещает в термостат. Питательные среды с посевным материалом выдерживают в термостате 24 ч, а затем доставляют в бактериологическую лабораторию для изучения и исследования, по возможности создав при этом термостатные условия, особенно в холодное время года. Данный способ приемлем. 

3. Забор материала, посев его на питательную среду в кабинете лечащего врача и последующая доставка материала в лабораторию в ближайшие часы (не позже 6 ч с момента посева) в переносном термостате возможны, но не желательны.

4. Забор материала в кабинете лечащего врача в транспортную среду. Материал забирает врач, принимающий больного, специально подготовленным для этого стерильным тампоном, помещает последний в стерильную пробирку с транспортной средой, закрывает резиновым колпачком и помещает в холодильник при +4 ºС для хранения до окончания взятия материала у больных, которым планировалось в этот день бактериологическое исследование. Затем посевной материал отправляют в бактериологическую лабораторию не позже 24 ч с момента забора материала. Данный способ можно применять при пересылке материала с отдаленных территорий.

При невозможности быстрой доставки материал должен храниться в холодильнике при +4 ºC или на льду (за исключением материала, в котором предположительно содержатся менингококки или гонококки). Материал без консерванта можно хранить при температуре +4 ºС 1–2 сут, консервированные в 50 % глицерине кусочки органов — несколько недель. Для более длительного хранения некоторых видов материала (сыворотка крови) его замораживают при –20 ºС. Так поступают при проведении серологической реакции ИФА в неразъёмных планшетах, так как на одном планшете одновременно исследуются образцы сыворотки 30–45 пациентов.

ТРАНСПОРТИРОВКА: 

   Образцы материала собирают в стерильную посуду, которую маркируют, помещают в специальные биксы или пеналы и направляют в лабораторию.

    В сопроводительном документе (направлении) приводят сведения о характере материала, времени его взятия, данные о больном, включающие предполагаемый клинический диагноз и перечисление антибиотиков, использованных в лечении, указывают название учреждения, отделения, направляющего материал.

    Транспортировку материала для исследования осуществляют в предельно сжатые сроки. Охлаждение материала в холодильнике при t° 4° (или на льду) позволяет увеличить время до начала исследования на 30—60 мин. Более длительное хранение может привести к гибели возбудителей или изменению количественных соотношений частей микрофлоры.     Поэтому в случаях, когда хранение и транспортировка длятся более суток, используют консервант или транспортные (поддерживающие, накопительные) среды и специальные средства, сохраняющие жизнедеятельность микроорганизмов.

Особенности взятия материала при подозрении на анаэробную инфекцию. Материал лучше брать до начала химиотерапии, во время вскрытия или дренирования очага. Вегетативные формы анаэробов погибают при доступе кислорода, поэтому биологический материал берут в строго анаэробных условиях, исключительно из пораженных инфекционным процессом зон. Содержимое замкнутых полостей пунктируют стерильным шприцем и 3–5 мл материала вносят путём прокола резиновой пробки во флакон с бескислородной газовой смесью (80 % азота, 10 % водорода, 10 % углекислого газа) либо в специальную транспортную среду для анаэробов. При отсутствии транспортных флаконов материал забирают в большем количестве, например, гной берут в объёме 8–15 мл, немедленно доставляют в лабораторию и сразу же исследуют. 
При подозрении на анаэробную бактериемию на высоте лихорадки берут 8–10 мл крови и, прокалывая резиновую пробку, вносят в 80–100 мл среды для анаэробов. 

Неприемлемыми для анаэробного культивирования являются пробы, отобранные тампонами, собранные с поверхности кожи и слизистых, с поверхности ран, отхаркиваемая мокрота, моча, выделения из половых органов, желудочное и кишечное содержимое.

Для транспортировки исследуемого материала используют транспортные среды, предотвращающие токсическое действие кислорода (Amies, Cary&Blair, Stuart).

15.Культуральный (бактериологический) метод исследования: определение, цели, этапы, оценка.
Культуральный (бактериологический) метод исследования - совокупность способов, направленных на выделение и идентификацию чистых культур микроорганизмов (бактерий) с помощью культивирования на питательных средах.

Чистая культура - совокупность микроорганизмов одного вида. Чаще всего чистую культуру получают путем отбора и культивирования изолированной колонии (потомство одной микробной клетки). 

Этапы метода:

1. Забор материала для исследования, транспортировка, хранение, подготовка, микроскопия, посев на питательные среды с целью выделения чистых культур. Вид исследуемого материала зависит от цели исследования (диагностика – от больного, эпиданализ – из внешн ср, прод пит, больного/бактерионосителя). Посев материала (после предварительной микроскопии) на чашку с плотной питательной средой (лучше дифференциально-диагностической или селективной) с целью получения изолированных колоний. Производят его чаще всего методом механического разобщения. Культивируют при темп37 в теч18-24 часов. Время м изм-ся

2. Изучение наличия и характера роста колоний на средах (культуральные признаки), отбор наиболее типичных колоний; приготовление препаратов из этих колоний с окраской; отсев остатка исследованной колонии на среду накопления и культивирование при оптимальной температуре; или приготовление суспензии и внесение ее в тест-систему для биохим идент.

3. Изучение чистоты культуры. Готовят препарат-мазок, окрашивают (чаще по Граму), микроскопически изучают морфологическую и тинкториальную однородность, посевы культуры для биохимической или др идентификации; ИЛИ учет идентификации в тест-системе.

4. Заключение. По совокупности   признаков в сравнении со свойствами эталонных (типовых) штаммов указывается вид выделенного из материала микроорганизма. 

Оценка метода:

достоинства: относительно высокая чувствительность и точность, возможность определить численность микробов в исследуемом материале, а также чувствительность к антибиотикам; недостатки: относительная длительность, метод дорогостоящий.

16.Питательные среды: требования, классификации (по происхождению, составу, консистенции, назначению, цели использования), приготовление. Рост бактерий в жидких и на плотных питательных средах.
Требования: 

· содержать все элементы, из которых строится бактериальная клетка, в такой форме, в которой микроорганизмы способны их усваивать
· быть влажными (процесс диффузии питательных веществ) 

· быть прозрачными (жидкие среды),(визуально наблюдаем за ростом);

· быть стерильными
· быть изоосмотичными (за счет 0,85% NaCl);
· иметь определённое значение pH и обладать буферными свойствами. 
Питательные среды можно разделить:

А) По происхождению:

1} естественные - натуральные продукты питания (мясо, молоко, картофель);

2) искусственные - приготовленные специально для выращивания микробов: - среды из естественных продуктов (мясная вода, мясопептонный бульон (МПБ), мясопептонный агар (МПА), - не имеющие постоянного состава; - синтетические питательные среды - растворы строго определенных количеств солей, аминокислот, азотистых оснований, витаминов в дистиллированной воде - имеют постоянный состав, используются для выращивания микроорганизмов и культур клеток при получении вакцин, иммунных сывороток и антибиотиков;

Б) По назначению:

1) общего назначения (МПБ, МПА) - на них растет большинство микробов;

2) элективные - избирательно способствуют росту одного вида микробов из смеси (например, желточно-солевой агар для стафилококков);

3) дифференциально-диагностические - позволяют отдифференцировать по внешнему виду среды один вид микроба от других (например среды Эндо, Левина для кишечной группы микробов).

Кроме того, в зависимости от целей использования в схеме выделения чистых культур, по назначению можно выделить следующие среды:

1) обогащения - подавляют рост микробов, сопутствующих возбудителю;

2) для получения изолированных колоний;

3) накопления чистой культуры; 

В) По консистенции:

1) жидкие;

2) полужидкие (при добавлении агар-агара в концентрации 0,5-0,7%);

3) плотные - выше 1%.

17.Методы выделения чистых культур аэробных, факультативно-анаэробных и облигатно-анаэробных бактерий.
Методы выделения чистых культур аэробов. 

I. Методы механического разобщения бактерий.

1. Посев материала на чашки Петри бактериальной петлёй, шпателем, пипеткой
2. Посев пластинчатыми разводками 

3. Разобщение на основе подвижности бактерий. 

4. Разобщение на основе размеров микроорганизмов 
II. Метод заражения чувствительных лабораторных животных (биологический) основан на избирательной чувствительности животных к микроорганизмам различных видов. 

III. Методы, основанные на избирательной чувствительности микроорганизмов к воздействию внешних факторов (предварительно или во время культивирования):

а) физических факторов:

- высокой температуры (спорообразующим норм); 

- низкой температуры;
б) химических факторов:

- кислот: (кислотоустойчивым норм)

- щелочей, солей: 
- антибиотиков: основан на избирательной чувствительности определённых видов бактерий к отдельным антибиотикам.(микоплазмы на средах с пенициллином). 

Анаэробные условия для отделения облигатных аэробов

Методы выделения чистых культур анаэробов.

Выращивание в высоком слое жидкой среды. Среды наливают в пробирки высоким слоем. Перед посевом прогревают 30-40 мин, затем быстро охлаждают, чтобы в ней не успел раствориться кислород воздуха. На дно вносят посевной материал. Бактерии способны вызывать диффузное помутнение среды, цвет его при этом может не изменяться или приобретает цвет пигмента. Такой характер роста чаще всего наблюдается в большинстве факультативно анаэробных микроорганизмов.

Выращивание в толще плотной среды. (мет. Вейнберга). Для получения изолированных колоний при выделении чистых культур или определении численности бактерий. Материал вносят в расплавленную и остуженную до 48-50C агаризованную среду, тщательно перемешивают и оставляют в пробирках или переливают в трубки Бурри или чашки Петри и чашки после посева герметизируют.

Совместное культивирование аэробных и анаэробных бактерий в герметизированных чашках Петри. Аэробы, используя кислород, создают анаэробные условия.
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а) Анаэробная камера Анаэробные условия в нем достигаются  созданием вакуума с последующим заполнением пространства камеры анаэробным газом трехкомпонентным (N2 (85%–  90%) + CO2 (5–10%) + Н2 (5%)) или двухкомпонентным (N2 + Н2). Обеспечивает наивысшее качество анаэробного культивирования, все диагностические исследования выполняются в бескислородной атмосфере.

б) Микроанаэростат представляет собой цилиндрическую, герметично закрываемую металлическую или пластмассовую емкость объемом 2,5 (3–7) литров, используемую для инкубации посевов в анаэробных условиях.

Бескислородные условия: 

1) вакуумзамещением ( создают вакуум и заполняют анаэробным газом; 

2) химическим связыванием кислорода. 

18.Методы идентификации выделенной чистой культуры бактерий. Идентификация микроорганизмов без выделения чистой культуры.

Идентификация – это определение систематического положения, выделение из какого-либо источника до уровня вида или варианта. 

Морфологическая (учитываем форму, р-р, взаимное расположение, подвижность, капсулообразование, спорообразование, включения, тинкториальные св-ва, кислотоустойчивость)

Культуральная (рост на специальных средах, условия роста и размножения, хар-р роста в жидкой реде: диффузное помутнение, пленка, придонный рост и др, характер колоний: форма, р-р, цвет, поверхность, край, консистенция, прозрачность и др)

Серологическая  метод, в основе которого лежит реакция специфического взаимодействия антигенов (Аг) и антител (Ат). 
Биологический (экспериментальный) метод исследования (ЭМИ) — совокупность способов искусственного воспроизведения клинической картины инфекционных болезней или их синдромов на лабораторных животных. Первый этап ЭМИ — взятие и обработка материала. Материал для исследования забирается в асептических условиях, в стерильную посуду, гомогенизируется и используется для заражения как можно быстрее. Второй этап ЭМИ — выбор и заражение лабораторного животного. Третий этап ЭМИ: Наблюдение за животным. Гибель (умерщвление) животного и вскрытие трупа.  Четвертый этап ЭМИ — идентификация выделенной культуры и заключение по результатам исследования. 

Молекулярно-генетические методы исследования, основанные на изучении биомолекул ДНК, РНК, белков в составе клеток. Материал для молекулярно-генетических исследований. Тип исследуемого материала зависит от симптомов, патогенеза, эпидемиологии предполагаемого заболевания. Для молекулярно-генетических исследований используется такой же материал, как и для бактериологического исследования: 

клинический биологический материал от больного (кровь, смывы, соскобы, слюна, гной, мокрота, спинномозговая жидкость, желудочный сок, отделяемое из уретры, моча, испражнения, биоптаты тканей и органов); пробы из объектов внешней среды (пищевые продукты, вода, почва);чистые культуры микроорганизмов.Вид материала определяется методом, который будет использован для выделения ДНК/РНК.

Этапы молекулярно-генетических исследований:1.Взятие материала, маркировка, транспортировка, подготовка проб к исследованию, хранение. 2.Экстракция ДНК/РНК. 3.Проведение молекулярно-генетических исследований.4.Анализ и интерпретация результатов, выдача заключения. 

Экологический метод(естественное место обитания вида). 

Биохимический метод:

-Исп.ферментов: 1)протеолитические(протеазы, протеиназы, аминопептидазы, карбоксипептидазы, декарбоксилазы, уреаза); 2)сахаролитические (амилазы, целлюлазы, карбогидразы); 3)липолитические(липазы, лецитиназы); 3)окислительно-восстановительные(оксидазы, дегидразы, каталазы, пероксидазы); 4)ферменты-токсины(гемолизины, плазмокоагулазы, гиалуронидазы, ДНКазы, РНКазы).

-Профиль жирных кислот(для анаэробов).
19.Генетический аппарат бактерий (нуклеоид, плазмиды, транспозоны, IS-элементы): характеристика, функции, значение. Секвенирование геномов микроорганизмов. Генетическая карта. Геномика и протеомика. 

Нуклеоид выполняет функцию ядра, состоит их замкнутой в кольцо нитевой ДНК(но у Borrelia burgdorferi линейная).Он плотно уложен наподобие клубка нитей. У бактерий гаплоидный набор хромосом(но у некоторых, напр., у холерного вибриона- 2кольцевые хромосомы).

ВНЕХРОМОСОМНЫЕ ФАКТОРЫ НАСЛЕДСТВЕННОСТИ: плазмиды, транспозоны и Is-последовательностями (англ. insertion — вставка, sequence — последовательность).

Плазмиды-ковалентно замкнутые кольца ДНК или интегрированные с хромосомой. Придают бактериям дополнительные св-ва: устойчивость к АБ(R-плазмиды), способность к передаче генетического материала при конъюгации(F-плазмиды), продукция бактериоцинов(Col-плазмиды), экзотоксинов. 

Транспозоны-представляют собой нуклеотидные последова​тельности, включающие от 2000 до 20 500 пар нуклеотидов, которые несут генетическую информацию, необходимую для транспозиции. При включении в бактериальную ДНК они вызывают в ней дуплика​ции, а при перемещении — делеции и инверсии. Транспозоны могут находиться в свободном состоянии в виде кольцевой молекулы, не​способной к репликации. Она реплицируется только в составе бакте​риальной хромосомы. Важнейшим свойством транспозонов является их способность к перемещению с одного репликона (хромосомная ДНК) на другой (плазмида) и наоборот. Некоторые транс​позоны, так же как и плазмиды, выполняют регуляторную и кодиру​ющую функции. Могут нести информацию для син​теза бактериальных токсинов и  ферментов разрушающих или модифицирующих антибиотики.

ls-последовательности-транспозируемые элемен​ты.Это фрагменты ДНК длиной 1000 пар нуклеотидов и более. В Is-последовательностях содержится информация, необходимая только для их транспозиции, т.е. перемещения в различные участки ДНК.Функции: 1. Координировать взаимодействие транспозонов, плазмид и умеренных фагов как между собой, так и с хромосомой бактериальной летки и обеспечивать их рекомбинацию. 2. Вызывать инактивацию гена, в которой произошла интеграция ^-последовательности («выключение» гена), либо, будучи встроен​ными в определенном положении в бактериальную хромосому, слу​жить промотором (участками ДНК, регулирующих экспрессию под​лежащих структурных генов бактерий-реципиентов), который вклю​чает или выключает транскрипцию соответствующих генов, выполняя регуляторную функцию.

3. Индуцировать мутации типа делеций или инверсий при пере​мещении и дупликации в 5-9 парах нуклеотидов при включении в бактериальную хромосому.

Is-последовательности не способны реплицироваться само​стоятельно.

Секвенирование-метод определения последовательности нуклеотидов.

Генетическая карта — схема расположения структурных генов и регуляторных элементов, а также генетических маркеров в хромосоме.

Структурная геномика. Определяет первичную структуру генома, границы генов и их организацию, структуру белков и других биомолекул клетки. Описывает организацию генома и протеома  в целом у различных организмов. Использует методы картирования, секвенирования, рентгеноструктурного анализа. Функциональная геномика. Изучает функции каждого гена, белка и других биомолекул клетки, механизмы регуляции их активности  на основании изучения синтезируемых с них  мРНК, белков. Протеомика -  раздел геномики, изучающий совокупность всех белков клетки, их структуру и взаимодействие друг с другом в зависимости от микроокружения и стадии развития. 

20.Наследственность и изменчивость микроорганизмов. Типы изменчивости. Факторы изменчивости. Мутации. Генетические рекомбинации. Фенотипическая изменчивость. Практическое значение изменчивости микроорганизмов в диагностике, терапии и профилактике инфекционных заболеваний. Понятие о генной инженерии и биотехнологии. 

Сохранение определенных специфических свойств организма на протяжении ряда поколений называют наследственностью. Наследственность неразрывно связана с изменчивостью, т.е. с изменением специфических свойств под действием различных факторов.

Фенотипечская изменчивость -модификационный тип, ocуществляется с помощью постоянно действующих механизмов репрессии и индукции структурных генов, не сопровождающихся их перестройкой. Это способствует выживанию тех клеток, которые лучше, адаптируются к изменяющимся условиям среды. После прекращения действий того или другого фактора микробные клетки утрачивают приобретенные признаки и возвращаются к первоначальному фенотипу. Их генотип при этом не подвергается изменениям.

 Генотипическая изменчивость, Мутационно-рекомбинационный механизм- связан с образованием в микробной популяции измененных генотипов, постоянно возникающих в результате мутаций, комбинаций, внесения внешней информации с транспозируемыми элементами. Прокариотам не свойственно половое размножение. Рекомбинация у них происходит в результате внутригеномных перестроек, заключающихся в изменении локализации генов в пределах хромосомы, или при проникновении в клетку реципиента части ДНК донора.

Мутационная изменчивость. Мутации -изменения в первичной струк​туре ДНК, которые выражаются в наследственно закрепленной утра​те или изменении какого-либо признака (признаков).

По происхождению мутации: спонтанные и индуцированные. Первые составляют естественный, или спонтанный, фон, величина которого колеблется в зависимости от типа мутации и вида микробной популяции. Они появляются в микробных популяциях in vitro и in vivo (в естествен​ных биотопах организма человека) под влиянием самых разнообраз​ных причин и событий, например ошибок в работе репарирующих ферментов или ДНК-полимеразы во время репликации ДНК. Мутации происходят в результате ошибочного включения в синтези​руемую дочернюю цепь вместо одного азотистого основания другого, некомплементарного имеющегося в родительской цепи, например вместо аденина, комплементарного тимину, гуанина или цитозина.
Причиной изменения естественного фона могут быть инсертаци-нные мутации (англ. insertion — вставка), которые возникают при встраивании в хромосому микробной клетки Is-последовательностей, транспозонов и плазмид.  Индуцированными называют мутации, которые получают в экс​перименте под влиянием каких-либо мутагенов.
По количеству мутировавших генов различают генные и хромосомные мутации. Первые затрагивают один ген и чаще всего являются точковыми, вторые распространяются на несколько генов.
Точковые мутации представляют собой замену или вставку пары азотистых оснований в ДНК, которая приводит к изме​нению одного кодона, вследствие чего вместо одной аминокислоты кодируется другая либо образуется бессмысленный кодон, не кодиру​ющий ни одну из аминокислот. Последние называют нонсенс мутациями.
Мутации со вставками или выпадениями одной пары азотистых оснований ведут к изменению всех последующих кодонов. Такие мутации называются мутациями со сдвигом считы​вания. Они также затрагивают один ген.
При истинной реверсии восстанавливается не только фенотип, н0 и генотип. Восстановление одного фенотипа может произойти и в результате супрессии, т.е. подавления мутантного фенотипа, которое выражается в исправлении мутационного изменения. Так, например1 если при первой мутации произошла вставка или выпадение пары нуклеотидов в одном из участков ДНК одного и того же гена, а в другом мутация противоположного рода (выпадение или вставка), ю правильность считывания информации восстанавливается. Такая суп​рессия называется внутригенной.
Хромосомные мутации -крупные перестройки в отдельных фрагментах ДНК. Они возникают в резуль​тате выпадения меньшего или большего числа нуклеотидов (делеция), либо поворота участка ДНК на 180° (инверсия), либо повторения какого-либо фрагмента ДНК (дупликация). Один из механизмов образования хромосомных мутаций связан с перемещением Is-после-довательностей и транспозонов из одного участка ДНК в другой или из репликона в репликон (из хромосомы в плазмиду и наоборот).
В результате возникает мутация, так как функция гена при включении транспозируемого элемента нарушается. При перемеще​нии они могут вызывать делеции или инверсии генетического ма​териала, а при включении в новый участок ДНК — дупликации в 6-9 пар нуклеотидов.
По фенотипическим последствиям мутации подразделяют на ней​тральные, условно-летальные и летальные. Нейтральны' мутации фенотипически не проявляются какими-либо изменения​ми признаков, заметно не отражаются на функциональ​ной активности синтезируемого фермента.
Мутации, которые приводят к изменению, но не к утрате функциональной активности фермента, называют условно-леталь​ным и. В зависимости от условий окружающей среды микроорга​низмы могут сохранять свою жизнеспособность или, наоборот, утрачивать ее. Летальные мутации –полная утрата способности синтезировать жизненно важный для бактериальной клетки фермент или ферменты.
Мутации проявляются в фенотипе в виде утраты или изменения морфологических и биохимических признаков, например жгутиков, пилей, капсулы, клеточной стенки; способности ферментировать ка​кие-либо углеводы, синтезировать определенные аминокислоты, ви​тамины и другие соединения, возникновении устойчивости к лекар​ственным или дезинфицирующим веществам и т.д.(это значение в диагностике).

21.  Принципы молекулярно-генетического анализа. Методы, основанные на изучении фрагментов ДНК (плазмидное типирование, рестрикционно-эндонуклеазный анализ). Методы, основанные на гибридизации нуклеиновых кислот (молекулярная гибридизация).

Материал для МГМ зависит от симптомов, патогенеза, эпидем-ии возможного заболевания: 
· клинический био материал от больного (кровь, смывы, соскобы, слюна, гной, мокрота, спинномозговая жидкость, желудочный сок, отделяемое из уретры, моча, испражнения, биоптаты тканей и органов);
· пробы из объектов внешней среды (пищевые продукты, вода, почва);
· чистые культуры микроорганизмов.
Вид материала определяется методом, который будет использован для выделения ДНК/РНК.
Этапы исследований:
1. Взятие материала, маркировка, транспортировка, подготовка проб к исследованию, хранение. 
2. Экстракция ДНК/РНК. 
3. Проведение молекулярно-генетических исследований.
4. Анализ и интерпретация результатов, выдача заключения. 
	Классификационный признак
	Принципы методов

	Методический 
подход
	Изучение фрагментов ДНК
Гибридизация нуклеиновых кислот
Амплификация нуклеиновых кислот
Анализ амплифицированных фрагментов
Определение последовательности нуклеотидов в ДНК, РНК и АК в белках 
Модификация генетической информации 

	Цель
	Идентификация микроорганизмов
Типирование микроорганизмов
Эволюционный и филогенетический анализ микроорганизмов
Определение положения и функций генов микроорганизмов
Изучение экспрессии генов


I. Методы, основанные на изучении фрагментов ДНК:
1. Плазмидное типирование. 
- из бактерий выделяют плазмидную ДНК 

- обрабатывают рестриктазами, что приводит к фрагментированию ДНК 

- электрофорез в агарозном геле.
Метод позволяет оценить количество плазмид, их размер, а также характер образуемых рестрикционных фрагментов. Плазмидный анализ широко используется в эпидемиологических исследованиях, особенно при расследовании вспышек заболеваний, вызванных такими микроорганизмами, как Staphylococcus spp., P. aeruginosa, представителями семейства Enterobactereaceae. Однако многие клинические штаммы способны терять плазмиды, особенно в процессе многочисленных пересевов в лаборатории. 
1. Рестрикционно-эндонуклеазный анализ (REA). 
- бактериальную хромосому нарезают рестриктазами на множество фрагментов

- проводят электрофорез в пульсирующем электрическом поле, в результате которого фрагменты ДНК выстраиваются в зависимости от размера в шеренгу, образуя уникальный видоспецифический профиль. 
По сходству рестрикционных профилей изучаемого и известных видов микроорганизмов - идентифицировать и типировать микроорганизмы. Обычно для рестрикции используют макрорестриктазы — ферменты, распознающие участки, состоящие из 6 или более нуклеотидов. Такие участки распознавания присутствуют в геноме в небольшом количестве, поэтому в результате действия макрорестриктаз образуется до 30 достаточно крупных фрагментов. С помощью данного метода анализируется около 90 % бактериальной хромосомы. С помощью компьютеризированной системы сканирования гелей могут быть созданы базы данных ретрикционных профилей для многих микроорганизмов. 
II. Методы, основанные на гибридизации нуклеиновых кислот.
Молекулярная гибридизация (МГ) — молекулярно-биологическая техника, основанная на способности одноцепочечной молекулы изучаемой ДНК/РНК специфически соединяться с комплементарными одноцепочечными зондами (молекулами-свидетелями) с образованием гибридных дуплексов, которые флюоресцируют или меняют цвет реакционной смеси. 
Выявляется степень сходства 2 молекул ДНК, что используется для эволюционного анализа, для идентификации и типирования микроорганизмов, а также для изучения экспрессии генов. 
Варианты проведения:
1. В р-ре.
2. В тканевых срезах (in situ). Тканевые срезы депарафинируют, демаскируют нуклеиновые кислоты в них и наносят гибридизационный раствор, содержащий специфические меченые зонды. Проводят денатурацию ДНК, гибридизацию, отмывку несвязавшихся зондов, после чего осуществляют детекцию гибридизировавшихся зондов по флюоресценции. 
3. На микрочипах (эррей-гибридизация) — наиболее совершенный метод. Позволяет наносить и фиксировать до нескольких сотен тысяч ДНК-зондов на поверхность стеклянного чипа, что дает возможность изучать одновременно все гены, присутствующие в ДНК микроорганизма. 
4. На мембранах. Изучаемую ДНК фиксируют на мембранах и к ней добавляют гибридизационный раствор, содержащий специфические меченые зонды. В случае комплементарности зонд связывается с ДНК, после отмывки несвязавшихся зондов регистрируют флюоресценцию. 
Этапы реакции гибридизации на мембранах:
1. Выделение ДНК. Методы аналогичны методам выделения ДНК для проведения ПЦР.
2. Получение мелких фрагментов изучаемой ДНК (не более 5000–10 000 п. о.): либо рестрикция  крупной молекулы ДНК, либо ПЦР с образованием небольших ампликонов, либо обработку ультразвуком.
3. Нанесение ДНК на мембрану и фиксация ДНК на мембране:
· дот-блоты или слот-блоты. Перед нанесением ДНК денатурируют, превращают в одноцепочечные молекулы. Затем небольшие фрагменты изучаемой ДНК наносят на мембрану в виде точек (дот-блоты) либо полосок (слот-блоты);
· саузерн-блоты. Небольшие фрагменты изучаемой ДНК предварительно разделяют электрофорезом в полиакриламидном геле. ДНК переносят из геля на поверхность мембран.
Перенесенную на мембрану ДНК фиксируют при 80 ºС или УФ-светом.
1. Гибридизация проводится в несколько этапов: 
· обработка предгибридизационным буфером мембраны с ДНК, что увеличивает связывающую способность мембраны;
· приготовление гибридизационного раствора, содержащего буфер и меченый зонд;
· программирование гибридизационной камеры и проведение гибридизации при 65 ºС.
1. Анализ результатов. Если зонд комплементарен одноцепочечному участку ДНК изучаемого микроорганизма, происходит связывание зонда и исследуемой ДНК. Некомплементарные несвязавшиеся зонды удаляют промыванием. В месте связывания зонда выявляют флюоресценцию или изменение цвета.
22. Методы, основанные на амплификации нуклеиновых кислот (ПЦР, этапы проведения). Сферы использования молекулярно-генетических методов в микробиологии. Оценка молекулярно-генетических методов.
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Полимеразная цепная реакция (ПЦР) разработана Мюллисом, основана на принципе естественной репликации ДНК и заключается в получении множественных копий (ампликонов) ДНК размером до 5000 п. о.
Каждый вновь синтезируемый фрагмент ДНК служит матрицей для синтеза двух новых нитей в следующем цикле амплификации. Увеличение количества ампликонов до 2n, где n — число циклов амплификации. Детекцию образуемых ампликонов проводят с использованием электрофореза, либо флюоресцирующих зондов, либо флюоресцирующего ДНК-красителя SybrGreen. Получающиеся ампликоны имеют определенный размер, равный количеству олигонуклеотидных пар амплифицируемой последовательности и праймера. 
5 этапов.
Первый этап — выделение (экстракция) ДНК из клеток (клетки лизируют: а) ферментативно; б) химически; в) термически (90–95 ºС). Центрифугируют (ДНК остается в растворе). 
Второй этап — приготовление реакционной смеси. Обязательные компоненты реакционной смеси:
а) раствор искомой ДНК, выделенной на предыдущей стадии; 
б)  дНТФ;
в) термостабильная ДНК-полимераза — Taq-полимераза (не денатурирует при 96 ºС),; 
г) два синтетических праймера (прямой и обратный) — короткие, длиной 15–30 оснований, одноцепочечные олигонуклеотиды, которые связываются с комплементарными структурами исследуемой ДНК и с которых начинается биосинтез множественных копий; 
д) специфический буфер. Для функционирования Taq-полимеразы необходимы ионы Mg+2, определённые значение рН и концентрации солей.
Третий этап — программирование температурного цикла и проведение амплификации заданного фрагмента ДНК в термоциклере. На выделенной ДНК-матрице происходит процесс многократного копирования ДНК в ходе последовательно сменяющихся циклов.
Четвертый этап — визуализация получаемых копий ДНК и регистрация результатов реакции. Образуемый высококонцентрированный раствор ампликонов ДНК прозрачен. Поэтому для выявления ДНК проводят электрофорез в агарозном геле, содержащем флюоресцирующий в УФ-свете ДНК-краситель — бромид этидия. ДНК движется в электрическом поле, взаимодействует с этидием бромидом и при просматривании в трансиллюминаторе (источник УФ-света) выглядит в виде светящейся оранжевой полоски. Полученные результаты можно документировать, фотографируя электофореграммы с использованием оранжевого светофильтра. Электрофорез в агаре.
Характеристика стадий ПЦР
	Стадия
	Т, ºС
	Время
	Описание стадии

	Начальная 
денатурация
	90–95
	3–10 мин
	Большие двухцепочечные молекулы ДНК 
раскручиваются с образованием одноцепочечных молекул

	25–40 циклов
	денатурация
	90–95
	25 с –
1 мин
	Небольшие двухцепочечные ампликоны раскручиваются с образованием одноцепочечных 
молекул

	
	отжиг
	48–65
	25 с –
4 мин
	Праймеры прикрепляются к комплементарным фрагментам ДНК-матрицы, образуя дуплексы

	
	элонгация
	72
	25 с –
4 мин
	ДНК полимераза прикрепляется к 3’-концу праймера, соединившегося с ДНК-матрицей, 
и синтезирует копию, комплементарную ДНК-матрице

	Конечная 
элонгация
	72
	5–10 мин
	Образуются дуплексы ДНК

	Хранение
	4
	–
	–


Пятый этап — анализ и интерпретация результатов реакции. Для оценки: опытные лунки и лунки с + и - контролем возбудителя бактериальной инфекции.
	Образцы
	Светящиеся оранжевые полосы 
определенной молекулярной массы

	- контроль
	Должны отсутствовать

	+ контроль
	Должны присутствовать

	Опытные образцы +
	Присутствуют

	Опытные образцы -
	Отсутствуют


Могут быть получены ложно+ (из-за контаминации при проведении ПЦР), ложно-(из-за снижения чувствительности ПЦР) результаты. 
Модификации ПЦР:
1. Классическая (specific PCR) —одна пара праймеров.
2. Мультипраймерная (multiplex PCR) —несколько пар праймеров (одновременную амплификацию ДНК различных возбудителей).
3. Широкодиапазонная — использование универсальных праймеров, взаимодействующих с высоко консервативными участками ДНК, встречающимися у многих микроорганизмов.. 
4. С обратной транскрипцией — используется для обнаружения РНК у РНК-вирусов..
5. Гнездовая —последовательно с двумя разными парами праймеров..
6. В реальном времени — используется для определения точечных мутаций, количественного содержания ДНК в пробе, а также для определения уровня экспрессии генов. 
7. ПП-ПЦР или ПЦР с использованием произвольных праймеров (RAPD-анализ полиморфизма случайно амплифицированной ДНК) — основана на использовании коротких праймеров, длиной 9–10 п. о., способных связаться с разными участками ДНК при низкой температуре отжига..
8. Асимметричная — один из праймеров берут в концентрации 
в 10 раз большей, чем другой, чем добиваются преобладания среди продуктов реакции одноцепочечных ДНК над дуплексами.
Сферы использования молекулярно-генетических методов (МГМ):
1. Диагностика инфекционных заболеваний. 
2. Химиотерапия и химиопрофилактика инфекционных заболеваний.  
3. Санитарная микробиология.  
4. Эпидемиология и инфекционный контроль. 
5. Биотехнология, в том числе вакционология.  Систематика и эволюция микроорганизмов.  
6. Геномика и патогеномика. 
Оценка молекулярно-генетических методов
«+» :
1. Высокая специфичность. Вывляют уникальные, характерные только для определенного вида микроорганизмов участки ДНК/РНК. Специфичность задаётся нуклеотидной последовательностью специфических праймеров.
2. Высокая чувствительность. Позволяют выявлять микроорганизмы, присутствующие даже в небольшом количестве (10–1000 клеток в пробе): на ранних стадиях заболеваний или при исследованиях донорской крови/органов. 
3. Если другие методы невозможно использовать. Идентифицируют:
· Некультивируемые, труднокультивируемые;
· чувствительные;
· способные к размножению in vitro только в культуре клеток (вирусы, хламидии, риккетсии);
· медленно растущие на искусственных средах (микобактерии, лептоспиры, грибы);
· трудно идентифицируемые классическими методами (нокардии, актиномицеты); 
· находящиеся в полимикробных сообществах (микрофлора кишечника, зубной налет). 
1. Для экспресс-диагностики(не нужно выделять чистые культуры)+ это быстро. 
2. Полной автоматизации и высокая производительность.  
3. Низкая вероятность инфицирования персонала в процессе проведения исследований (хим и терм обработка материала)
«-» :
1. Отсутствие межнар протоколов по молекулярно-генетической диагностике различных нозологических форм заболеваний. 
2. Необходимость разработки новых подходов к клинической интерпретации получаемых результатов. (видите ли, им нужно подтверждение в первую очередь культ и бактериол методов)
Если мы выявили в клинических образцах ДНК сапрофитных и условно-патогенных микроорганизмов – не факт, что у человека есть патологич процесс (помним об этом для анализа образцов с полимикробным сообществом (испражнения, материал из верхних дыхательных путей, материал из гениталий)).
3. Высокая стоимость оборудования.
23. Экология микроорганизмов. Экологические понятия. Типы экологических связей микроорганизмов. Роль микроорганизмов в возникновении и развитии биосферы (концепция микробной доминанты). Распространение микроорганизмов в природе.

Экология микроорганизмов — раздел общей экологии, изучающий места обитания микроорганизмов, их взаимоотношения с макроорганизмами и с объектами внешней среды. 

Биотоп (экологическая ниша) — территориально ограниченный участок биосферы с относительно однородными условиями существования.
Популяция — совокупность особей одного вида, обитающих в одном биотопе.
Биоценоз — сов-ть популяций разных видов организмов, обитающих в определенном биотопе. 
Микробиоценоз — сов-ть популяций м/организмов, обитающих в определенном биотопе. 
Экосистема — биотоп с населяющим его биоценозом.
Биосфера — совокупность экосистем Земли (живая оболочка планеты).
Экологические факторы — элементы среды обитания или условия среды, на которые микроорганизмы реагируют приспособительными реакциями. 
Эковар — вариант вида, приспособленный к обитанию в определенной экосистеме (виде хозяина, больничной среде, пищевом продукте).
Характеристики популяций: а) статические (численность, плотность), б) динамические (рождаемость, смертность).

Экологические связи — взаимоотношения между биогенными и абиогенными факторами, входящими в состав экосистемы или биосферы. 
В составе экосистемы для организмов выделяют связи:
· внутривидовые  (сохранение вида, увеличение его численности и ареала);
· межвидовые (м/у популяциями и абиотическими (физ и хим) факторами. 
Типы экологических связей (симбиоза):
1. Нейтрализм — 00 - популяции нейтральны по отношению друг к другу. 
2. Мутуализм — ++ - полная взаимозависимость симбионтов, при которой обе популяции извлекают для себя пользу (человек и его аутохтонная м/флора).
1. Сотрудничество — слабая степень взаимозависимости симбионтов.
2. Комменсализм (нахлебничество) — 0+ - пользу извлекает один вид, не причиняя вреда другому (бактерии, питающиеся слущивающимся эпителием человека).
3. Аменсализм — 0- :отношения, вредные одному, но безразличные другому.
4. Конкуренция (антагонизм) — -- : соревнуются за ресурсы и угнетают рост друг друга:
· пассивная — благодаря различным темпам питания и размножения;
· активная — выделяют токсические метаболиты, антибиотики, ферменты.
1. Паразитизм — +- : один как среда обитания или источник пищи (ущерб для хозяина):
Паразиты облигатные и факультативные.

Концепция микробной доминанты: микроорганизмы, занимая максимальную экологическую нишу, способствовали возникновению биосферы и оказывают на последнюю ведущее влияние. 
Доказательства микробной доминанты:
1. М/орг-мы — первые живые обитатели Земли, своей жизнедеятельностью (обеспечение плодородия почв, поддержание газового состава атмосферы) они обеспечили появление и существование эукариот.
2. Повсеместное распространение микроорганизмов в биосфере.
3. Суммарная биомасса прокариот больше, чем эукариот.
4. Очень высокие темпы размножения и изменчивости. 
5. Малые размеры микроорганизмов обеспечивают им возможность миграции в различных экологических средах.
6. Относительная резистентность микроорганизмов к повреждающим факторам и способность переходить в покоящуюся стадию.
7. Микроорганизмы оказывают решающее влияние на радиационный баланс Земли путем синтеза основных парниковых элементов (тепло, озон).
8. Интенсивный обмен веществ, высокая биохимическая активность, способность закреплять солнечную энергию в органических соединениях.
9. Микроорганизмы играют ведущую роль в круговороте веществ и энергии, способны трансформировать и включать в круговорот любые вещества. 
 Распространение микроорганизмов в природе см. вопрос 26(про воду, почву и воздух).
24. Аутохтонная микрофлора кожи, ротовой полости, дыхательных путей, желудочно-кишечного тракта, мочеполовой системы, еѐ характеристика, значение и методы изучения.

Роль микрофлоры: антагонистическая (большинство аутохтонных МИО), 

-синтез Vit (К, В, РР), 

-способствуют всасыванию ионов Ca, Fe, Vit D из кишечника; 
-участие в обмене липидов, нейтр жиров, жирн кислот, разложении желчных кислот,

-активация перистальтики кишечника (участие в обр-нии индола, скатола, фенола)

-участие в детоксикации ксенобиотиков, токсич в-в (при метаболизме) путем биосорбции или трансформации

-иммунизирующие св-ва (организация и созревание иммунной системы).
Микрофлора кожи
Максимальное количество в местах, защищенных от действия света и высыхания — в складках кожи и вблизи естественных выходов из полостей. Наиболее постоянен состав микрофлоры в области устьев сально-волосяных фолликулов. 

Собственная микрофлора кожи человека представлена стафилококками (эпидермальным, сапрофитным, золотистым), микрококками, сарцинами, некоторыми видами стрептококков, дифтероидами, бациллами, грибами рода Candida. В порах кожи обнаруживаются пропионобактерии. Количество микроорганизмов на разных участках кожи варьирует в зависимости от пола, возраста. 

На коже могут присутствовать транзиторные микроорганизмы (Escherichia coli; Enterobacter spp, Lactobacillis spp, Peptococcus spp), быстро исчезающие под влиянием бактерицидных свойств кожи (кислая реакция среды, наличие жирных кислот в секретах сальных желез и присутст​вие лизоцима), которые отражают общую резистентность организма.
Размножению бактерий на коже способствует влажная теплая среда, которая создается при потоотделении. Неповрежденные кожные покровы непроницаемы для большинства микроорганизмов, благодаря кислотам, выделяемым микрофлорой и лизоциму пота. Нарушение целостности эпидермиса (укус насекомых, укол, порез, травма) и снижение резистентности организма создает благоприятные условия для проникновения микроорганизмов во внутреннюю среду. После мытья норм микрофлора быстро восстан-ся (м/орг выходят из сальных и пот желез).
Микрофлора респираторного тракта
Носоглотка. Попадают вместе с воздухом, большая часть задерживается в полости носа, удаляется, погибает (антимикробные в-ва (лизоцим и sIgA), фагоциты). 

Облигатная микрофлора носовых ходов:  эпидермальный и сапрофитический стафилококки, дифтероиды (коринебактерии), нейссерии. Факультативная микрофлора представлена золотистым стафилококком, стрептококками, непатогенными нейссериями, бактероидами, вейлонеллами, микобактериями. 

Многие патогены способны преодолевать слизистый барьер дыхательных путей за счет факторов инвазии. Поэтому некоторые микроорганизмы встречаются в гортани и верхних отделах трахеи. Слизистые оболочки бронхов и бронхиол свободны от микроорганизмов и защищены мукозной слизью, содержащей лизоцим, секреторными антителами и фагоцитами. Альвеолы и паренхима легких стерильны. 

Микрофлора полости рта
В ротовой полости имеются благоприятные условия для развития микроорганизмов: наличие питательных веществ, оптимальная Т, влажность. 

В поддержании качественного и количественного постоянства нормальной микрофлоры полости рта главную роль играет слюна, имеющая щелочную реакцию и обладающая антибактериальной активностью за счет содержащихся в ней ферментов (лизоцима, лактоферрина, пероксидазы, нуклеазы) и секреторных иммуноглобулинов. 

Основная масса м/орга полости рта - на слизистых миндалин, у шейки зуба в десневой борозде, в межзубных промежутках. 

· Грам+ кокки: стрептококки (S. salivarius, S. mutans, S. sanguis, S. mitis), пептококки (P. asaccharolyticus, P. lanceolatus);

· Грам– кокки: вейлонеллы (V. parvula);

· Грам+ палочки: лактобактерии (L. acidophylus);

· Грам– палочки: бактероиды (B. melaninogenicus), фузобактерии (F. nucleatum), лептотрихии (L. buccalis);

· извитые Грам+: актиномицеты (A. viscosus);

· извитые Грам–: трепонемы (T. macrodentium, T. denticola, T. vincentii, 
T. buccalis), кампилобактерии (C. consicus, C. sputorum);

· микоплазмы: (M. orale);

· грибы рода Candida;

· простейшие (Entamoeba buccalis).
Микрофлора желудочно-кишечного тракта
В ЖКТ обитает более 60 % от общего количества микроорганизмов, из них 98 % — облигатные анаэробы.

Пищевод. Микроорганизмы поступают в пищевод из полости рта и с пищей. Специфической микрофлоры пищевод не имеет.

Желудок. В норме м/орг мало (т.к. кислая реакция желуд сока, гидролит ферменты). В подслизистой может быть хеликобактерии. 

В двенадцатиперстной и в верхних отделах тонкой кишки микроорганизмов мало (неблагоприятное воздействие ферментов на м/орг): энтерококки (E. faecalis), лактобактерии, грибы рода Candida, дифтероиды. 

В нижних отделах тонкой кишки, постепенно обогащаясь, микрофлора сближается с микрофлорой толстой кишки. 

Микрофлора толстой кишки наиболее разнообразна. Микроорганизмы составляют 1/3 сухой массы фекалий. Область, непосредственно примыкающая к эпителию, колонизирована облигатными анаэробами, далее располагаются факультативные анаэробы, еще выше — аэробы. 

Аутохтонная облигатная микрофлора представлена на 96–99 % облигатными анаэробами (бифидобактериями, бактероидами, фузобактериями, пептококками, вейлонеллами), 1–4 % составляют факультативные анаэробы (E. coli, энтерококки, лактобактерии) (табл. 1). 

Аутохтонная факультативная микрофлора представлена протеем, клебсиеллами, клостридиями, синегнойной палочкой, грибами рода Candida, кишечной амебой. Микроорганизмы рода Campylobacter (C. fennelliae, C. cinaedi, C. hyointestinalis) встречаются в толстом кишечнике человека при иммунодефицитных состояниях различной природы.

В микрофлоре ЖКТ различают пристеночную мукозную (М) и просветную (П) микрофлору, состав которой различен. М-флора тесно ассоциирована со слизистой оболочкой, более стабильна и представлена бифидобактериями и лактобактериями, которые составляют «бактериальный дерн». М-флора обеспечивает колонизационную резистентность толстой кишки, т. к. обладает выраженной адгезией и препятствует пенетрации слизистой оболочки патогенными и УП микроорганизмами за счет конкуренции. П-флора наряду с бифидо- и лактобактериями включает и других постоянных обитателей кишечника. 

Микрофлора мочеполовой системы
Почки, мочеточники и моча в мочевом пузыре стерильны. 

Микробный биоценоз уретры у обоих полов скуден, верхние отделы обычно стерильны. 

В нижних отделах уретры обитают стафилококки, дифтероиды, бактероиды, микобактерии, Грам– бактерии кишечного происхождения, кандиды. 

На наружных половых органах мужчин и женщин обнаруживаются микобактерии (M. smegmatis), стафилококки, дифтероиды, сапрофитные трепонемы, микоплазмы (M. hominis), уреаплазмы. У мужчин задняя уретра и предстательная железа обычно в норме стерильны.
Микрофлора влагалища. От матери при родах переходят лактобактерии. Затем в микробиоценоз включаются энтерококки, эпидермальные стафилококки, стрептококки, дифтероиды. Кокковая флора становится ведущей и характерной для периода детства вплоть до наступления полового созревания. С наступлением половой зрелости в составе микрофлоры преобладают палочки Дедерлейна (лактобактерии). Существует тесная связь между количеством гликогена и рН влагалища, т. к. палочки Дедерлейна расщепляют гликоген, в результате образуется молочная кислота, которая обусловливает высокую степень кислотности во влагалище (рН 4,0–4,7) и препятствует размножению других микроорганизмов. 

В цервикальном канале могут обнаруживаться лактобактерии.

Полость матки у здоровых женщин стерильна.

Внутренние половые органы у обоих полов в норме стерильны.

*методы изучения смотрите в практикуме стр 23- опыт с фильтр бумагой.
25. Дисмикробиоз: причины, следствия, профилактика, принципы коррекции.

Дисбиоз — колич и качеств изменения в составе норм микрофлоры, локализованные и генерализованные. 
Основные причины: возраст, болезни, изменения гормонального и иммунного статуса, применение противомикробных средств, воздействие факторов внешней среды (в т.ч. производственных), лечебные и диагностические медицинские манипуляции, факторы окружающей среды. 

Классификация: по этиологии (грибковый, стафилококковый и др), по локализации (полости рта, кишечника, влагалища и т.д.).

Проявления:-инфекции

-диареи, запоры, гастриты, колиты, язвенная болезнь.

-злокачественные новообразования, аллергия

-мочекаменная болезнь

-гипо и гипертензия, гипо и гиперхолестеринемия

-кариес, артриты, поражения печени и др.

Принципы коррекции: ∙исключение действия причины, вызвавшей дисбиоз

∙назначение пробиотиков (эубиотиков)

∙назначение селективных перпаратов, подавляющих нетипичные виды

∙назначение препаратов, дефицит которых связан с нарушением деятельности норм микрофлопы (витамины)

∙коррекция питания (больше употреблять молочнокислой и растительной пищи)

∙иммунокоррекция – при значительных нарушениях иммунного статуса.
Профилактика
Для профилактики дисбиоза необходимо следующее:
1. Рациональное назначение антибиотиков и антисептиков:
· индивидуальный подбор дозы антибиотика (антисептика) с учетом спектра чувствительности микроорганизма;
· при лечении антибиотиками широкого спектра действия обязательно употребление в пищу кисломолочных продуктов;
· при использовании антибиотиков широкого спектра действия курсом более 2 недель необходимо одновременное использование противогрибковых препаратов.
1. Включение в рацион питания кисломолочных продуктов и продуктов, содержащих много клетчатки (отрубей, овсяных хлопьев, салатов, яблок, клюквы, брусники, абрикосов, грейпфруктов, черной смородины). 
2. Предупреждение, выявление и лечение дисбиоза (особенно бактериального вагиноза) у беременных женщин. Одновременно таким женщинам проводится лечение по поводу кишечного дисбиоза. 
3. Раннее прикладывание ребенка к груди, сохранение естественного вскармливания. 
Назначение пробиотиков (желательно после предварительного бактериологического исследования) новорожденным с риском развития дисбиоза.
26. Микрофлора воздуха, воды, почвы. Санитарно-показательные м/о. Методы определения микробного числа.

Микрофлора почвы
Почва — главный резервуар и естественная среда обитания микроорганизмов (бактерий, грибов, простейших и вирусов). Эти м/о принимают участие в круговороте веществ в природе, а также в процессах формирования и очищения почвы. Их жизнедеятельность определяется почвенными условиями: наличием питательных веществ, влажностью, аэрацией, реакцией среды, температурой. 

Влияет на общую численность и соотношение различных групп микроорганизмов тип почвы. Больше микроорганизмов в увлажненной и обработанной почве глубиной 2,5–15 см. На глубине 4–5 м количество питательных веществ и ухудшаются условия аэрации.

В составе микрофлоры почвы выделяют следующие группы сапрофитных микроорганизмов: 

· аммонификаторы, вызывающие гниение трупов, остатков растений, разложение мочевины → NH3;

· нитрифицирующие бактерии: аммиак → азотистая кислота → в азотную и нитраты; 

· азотфиксирующие, N2 → белки и другие органические соединения, используемые растениями; 

· бактерии, участвующие в круговороте серы, железа, фосфора и других элементов: серобактерии, железобактерии, фосфорные бактерии; 

· бактерии, расщепляющие клетчатку и вызывающие. 

Патогенные м/о попадают в почву с выделениями людей и животных, с их трупами, с фекально-бытовыми сточными водами: возбудители столбняка, газовой гангрены, сибирской язвы, бруцеллеза, лептоспироза, кишечных инфекций. Количество спорообразующих бактерий повышается в нижних слоях почвы. Выживаемость в почве патогенных микроорганизмов различна: аспорогенные - от нескольких дней до нескольких месяцев, споры клостридий сохраняются годами, постоянно живут в почве возбудители актиномикоза, глубоких микозов, микотоксикозов. Таким образом, почва может быть фактором передачи возбудителей инфекционных заболеваний человека (сапронозов).
При санитарно-микробиологическом исследовании почвы определяют:

· общее микробное число — общее количество бактерий в 1 г почвы;

· префрингенс-титр — количество почвы (гр), в котором обнаруживается одна клостридия;

· содержание санитарно-показательных микроорганизмов — БГКП. Эти м/о являются косвенными показателями фекального загрязнения и возможного наличия в почве патогенных бактерий.
Микрофлора воды.
Вода является естественной средой обитания различных микроорганизмов. Микрофлора воды делится аутохтонную и аллохтонную.

Аутохтонная (собственная) микрофлора представлена микроорганизмами, постоянно живущими и размножающимися в воде. В иле, на дне водоемов, обитают анаэробные бактерии.

Аллохтонная (заносная) микрофлора попадает в открытые водоемы из почвы, воздуха, организмов животных и человека и резко изменяет микробный биоценоз и санитарный режим.

Количественный и качественный состав микрофлоры воды зависит от состава и концентрации минеральных и органических веществ, температуры, рН, скорости движения воды, массивности поступления ливневых, фекально-бытовых и промышленных сточных вод. Количество микроорганизмов прямо пропорционально степени загрязненности водоемов (содержанию органических веществ). В незагрязненных водах встречается сравнительно мало сапрофитных микроорганизмов. Наиболее обильно заселена микроорганизмами вода на глубине 10–100 см. 
В загрязненных водах в большом количестве встречаются бактерии, обитающие в организме человека и животных (энтеробактерии, клостридии). Отдельные представители условно-патогенных способны существовать в ней определенное время, а в некоторых случаях — и размножаться. Многие годы в воде могут сохраняться споры возбудителя сибирской язвы, несколько месяцев — энтеровирусы, вирус гепатита А, сальмонеллы, от нескольких недель до нескольких дней — холерный вибрион, шигеллы, бруцеллы. 

Вода имеет существенное значение в эпидемиологии кишечных инфекций. Таким образом, вода может быть фактором передачи возбудителей инфекционных заболеваний человека.

При санитарно-микробиологическом исследовании воды определяют:

· общее микробное число — общее количество бактерий в 1 мл воды;

· содержание санитарно-показательных микроорганизмов — БГКП.

· Исследование воды на патогенные м/о проводится по эпидемическим показаниям.

Микрофлора воздуха

Атмосфера является неблагоприятной средой для размножения микрорганизмов, что обусловлено отсутствием питательных веществ и недостатком влаги. Несмотря на это, м/о в воздухе находятся постоянно. Их жизнедеятельность в воздухе обеспечивают взвешенные частицы воды, слизи, пыли. Благодаря своему малому весу м/о легко распространяются с воздушными потоками. 

Атмосферный воздух и воздух закрытых помещений значительно различаются по количественному и качественному составу микрофлоры. Состав микрофлоры атмосферного воздуха зависит от интенсивности солнечной радиации, ветра, осадков, покрова почвы, плотности населения. Меньше всего микроорганизмов в воздухе над лесами, морями, снегами. Больше приходится на слои воздуха, расположенные над промышленными городами. В атмосферном воздухе находятся споры грибов, актиномицетов, бацилл, дрожжи, пигментообразующие бактерии (микрококки, сарцины, стафилококки). Закрытые помещения: особенно много микроорганизмов в многолюдных общественных помещениях. Воздух закрытых помещений содержит в основном микрофлору дыхательных путей и кожи человека.  

Воздушно-капельным путем (за счет образования стойких аэрозолей) распространяются возбудители многих респираторных инфекций (гриппа, кори, туберкулеза, дифтерии, коклюша, ангины, скарлатины и др.). 

Микробиологическая чистота воздуха имеет большое значение в больничных условиях, особенно в операционных, хирургических отделениях, родовспомогательных учреждениях.

При санитарно-микробиологическом исследовании воздуха определяют:

· общее микробное число — общее количество бактерий в 1 м3 воздуха;

· содержание санитарно-показательных бактерий: гемолитических стрептококков и стафилококков
27. Понятие об эпифитных и фитопатогенных микроорганизмах. Инфекционные болезни растений, вызываемые фитопатогенными микроорганизмами, их проявление.

1.

Эпифитная микрофлора. Эпифитной называется микрофлора, находящаяся на поверхности надземных частей растений. По качественному составу она довольно однообразна и типичными ее представителями являются Pseudomonas furbicola aurum - грамотрицательные короткие подвижные палочки, образующие колонии золотистого цвета на МПА; Pseudomonas fluorescens - полиморфные грамотрицательные палочки с полярными жгутиками, дающие флуоресценцию на МПА и МПБ. Реже встречаются споровые бактерии Bacillus mesentericus , Bacillus vulgatus , бесспоровые молочнокислые бактерии E . coli , грибы плесневые и дрожжевые.

Эпифитные м/о являются антагонистами фитопатогенных бактерий, тем самым, предохраняя растения от заболеваний.

•
Находится  на поверхности надземных  частей растений; 

•
Представители являются антагонистами фитопатогенных бактерий;

•
По качественному составу  довольно однообразна.

2.

Инфекционные болезни растений вызываются фитопатогенными бактериями. Заражение растений происходит через инфицированные семена, почву, грунтовые и дождевые воды, насекомых. Главным источником инфекции является почва, так как в ней могут содержаться остатки неперегнивших полностью больных растений. 

Фитопатогенные м/о сравнительно легко могут проникать в растения через естественные образования (чечевички, нектарники, желёзки, корневые волоски) и искусственные повреждения, даже ничтожные царапины. Некоторые м/о, способны вырабатывать ферменты, гидролизирующие кутикулу растений и облегчающие внедрение возбудителя. 

Попав в растение и достигнув критической концентрации в количественном отношении, м/о вызывают заболевания, называемые бактериозами. Различают общие бактериозы - поражение всего растения вследствие распространения возбудителя в сосудистой системе; и местные или очаговые - поражения на листьях, стволах, ветвях, корнях и корневищах, возникающие при интрацеллюлярном распространении микроба. 

От начала заражения до момента проявления у растения симптомов болезни проходит инкубационный период, длительность которого различна и зависит от многих факторов: температуры, влажности, света, питания и др.
28. Источники и причины микробного загрязнения лекарственного растительного сырья и готовых лекарственных форм. Признаки микробной порчи лекарственных средств и меры ее предупреждения.

1.

•
Обсеменение на всех этапах заготовки (сбор, первичная обработка, сушка, измельчение, упаковка).  

•
Хранение в  аптечных условиях (как правило, в измельченном виде, а это значительно увеличивает поверхность материала, и, следовательно, опасность его отсыревания,  порчи).

•
 При хранении сырья важно соблюдение санитарного режима в аптеках.  Неблагоприятное действие оказывают: влажность, пыль, насекомые и другие факторы, повышающие микробное обсеменение и приводящие к порче лекарственного сырья. 

2.

Внешние проявления:

•
изменение цвета и консистенции,  

•
загнивание, 

•
плесневение всего растения или его  частей.  

•
Чаще всего портятся плоды, ягоды и корневища, богатые  сахаристыми веществами. Более устойчивыми оказываются сухие листья, корни, кора. 

•
Состав микроорганизмов зависит от вида лекарственного сырья, его структуры и фармакологических свойств. Преобладают грибы (Mucor, Rhizopus, Peniciliiurn,  Aspergillus,  Fusarium,  Accharomyces,  Candida,  Aureobasidium, Alternaria,  Actinomyces,  иногда  — Sporotrichum и др), актиномицеты,спорообразующие виды бактерий (B.  subtillis,  B.  mesatherium), а также неспоровые (Chromobacterium aurcmtiaciim, Phylomonas и др). 

3.

1. карантинные мероприятия, обеспечивающие охрану территории от      завоза из других стран возбудителей болезней  растений  и осуществляемых специально организованной государственной службой карантина растений;

2. физико-химические и биологические меры защиты: 

•
Удаление больных растений,

•
Изоляция здоровых, 

•
Обрезание и удаление больных частей растений,

•
Уничтожение промежуточных хозяев и переносчиков болезней,

•
Сбор и уничтожение плодовых тел грибов,

•
Сбор и сжигание опавших листьев (хвои), 

•
Дезинфекция почвы, 

•
Лечение ран,

•
Обеззараживание семян,

•
Опрыскивание и  опыление фунгицидами,

•
Введение лечебных составов, 

•
Использование миколитических бактерий (относятся к роду  Pseudomonas, и к порядкуActinomycetales)  или грибов-паразитов второго порядка, антибиотиков (в том числе фитонцидов) и др.

4.

•
изменение цвета,

•
 неприятный запах, 

•
помутнение, 

•
осадок,

•
 пленка,

•
 изменение консистенции.

•
В жидких и мягких лекарственных формах условия для роста и размножения микроорганизмов более подходящие (вы¬сокое содержание воды, растительных масел и отсутствие консер¬вантов.
29. Определение микробной загрязненности лекарственных средств и способы устранения их антимикробного действия.
Признаками микробной порчи жидких лекарственных форм является помутнение, если лекарственная форма должна быть прозрачной, появление осадка, увеличивающегося в объеме, образование пленки на поверхности, появление запаха, несвойственного данной лекарственной форме, изменение консистенции. Признаки порчи лекарственного сырья: изменение цвета, гниение, плесень.
Определение загрязненности стерильных ЛС – вопрос 5. Но там только начало. Общий алгоритм в этом вопросе.
В зависимости от источников и путей попадания микроорганизмов в лекарственные средства возможны различные подходы к обеспечению требуемого уровня микробной чистоты нестерильных лекарственных средств:

•
Если микробное обсеменение вызвано попаданием вместе с сырьём, то для достижения требуемого уровня микробной чистоты достаточно очистить от микроорганизмов сырьё.

•
 Если обсеменение микробами происходит в процессе изготовления, то проводят деконтаминацию готовой лекарственной формы. 
Способы обеззараживания.

•
Предварительного обеззараживания можно достичь прессованием сыпучих материалов (при отсутствии споровых микроорганизмов, низкой влажности исходного порошка и высоком давлении 

•
Термический способ. Широко распространённый метод промышленной деконтаминации. Не пригоден для обработки термолабильных лекарственных форм, для которых применяют прогре¬вание до 60-70 °С горячим воздухом, инфракрасное и высокочастотное излучение.

•
Химический способ. Более пригоден для стерилизации светонепроницаемых веществ (бактерицидное действие реализуется лишь на глубине 1 мм). Наиболее часто его используют для обработки упаковочного материала и технологической воды. 

•
Возможна обработка УФ-лучами формообразующих веществ (крахмала, талька, сахара) в дисперсном состоянии (при перемешивании).

•
Ионизирующее излучение. Наиболее перспективный способ деконтминации, излучение обладает высокой проникающей способностью, не образуются канцерогенные, мутагенные, токсичные вещества, сохраняются физико-химические и биологические свойства обрабатываемых лекарств. Метод используют для обработки антибиотиков, витаминов, ферментов, гормонов и алкалоидов.
Методика санитарного и внутреннего контроля за микробной контаминацией нестерильных противомикробных препаратов. По ГФ, выпускаемые в ЛПО нестерильные лекарственные средства не должны содержать представителей семейства энтеробактерий, золотистых стафилококков и синегнойных бактерий в объёме 10 мл. 

1. Подготовка ЛС. Образец препарата готовят в форме раствора, суспензии или эмульсии. Твёрдые ГЛФ измельчают и разводят в стерильном фосфатном буфере, жидкие разбавляют стерильным фосфатным буфером, мягкие (мази, пасты, свечи, эмульсии и др.) готовят к испытанию по такой же методике как при испытании на стерильность.
2. Определение общего микробного числа. При титрационном методе основное разведение разводят в фосфатным буфером или 0,5% раствором хлорида натрия с 0,1% желатином. Основное (1:10) и дополнительное (1:100) →2 стерильные чашки → +20 мл расплавленного и остуженного до 48-50оС сахарного МПА→ инкубируют при 30- 35оС 48 часов → подсчет числа колоний и среднего числа колониеобразующих единиц (КОЕ) в 1 мл (г) цельного испытуемого препарата. Среднее число КОЕ в посеве основного разведения для кожных АБ и антисептиков - не больше 10, для пероральных - не больше 100, в дополнительном разведении - соответственно не больше 1 и 10. 
3. Испытание ГЛФ на общее содержание грибов проводят также способом прямого посева, но на плотную среду Сабуро, которую инкубируют 5 суток при 20-25оС. 
4. Определение присутствия в ГЛФ противомикробных препаратов энтеробактерий, стафилококков и синегнойных бактерий проводят способами прямого посева или мембранных фильтров. 10 г (мл) ЛС+ 100 мл среды обогащения (для энтеробактерий - бульон Хоттингера, для стафилококков и синегнойных - 5% солевой бульон) → инкубируют 48 часов при 30-35оС → пересев со среды Хоттингера на Эндо, из одной колбы солевого бульона - на ЖСА (на стафилококки), из другой колбы с солевым бульоном - на среду Кинг А (для выявления пигмента)→ идентификация. При отсутствии в посевах 10 г образца препарата энтеробактерий, золотистых стафилококков и синегнойных бактерий делается вывод о пригодности препарата для использования в лечебных и профилактических целях. Метод прямого посева на среды может дать искажённые результаты в случаях, если разведение препарата в 10 раз недостаточно для исключения противомикробного действия препарата. В этих случаях необходимо параллельно ставить контроль на нейтрализацию с типовыми тест-штаммами кишечной палочки, золотистого стафилококка и синегнойных бактерий. Более надёжные результаты даёт испытание методом мембранных фильтров.
30. Определение стерильности инъекционных растворов.

ГЛФ по степени микробиологической чистоты разделяются на инъекционные и неинъекционные. К инъекционным ГЛФ предъявляются требования стерильности. 

Методика контроля стерильности противомикробных препаратов.

Цель - обнаружение живых микробов в ГЛФ противомикробных препаратов, которые отнесены к категории стерильных. Испытание проводят в асептических условиях: в боксах, в стерильной одежде, обработанными антисептиками руками, используя стерильные инструменты, посуду и среды. 
Для малых объёмов испытуемого препарата обычно используют метод прямого посева, для больших объёмов - метод мембранных фильтров. Посев проводят на одни стандартные среды:
· жидкая тиогликолевая среда, рН 7,2 (для аэробных и анаэробных бактерий)

· жидкая среда Сабуро, рН 5,6 (для грибов).

Обе среды стерилизуют 15 мин насыщенным паром при температуре 121оС.

Метод прямого посева. 
1. ЛС засевают в стерильные колбы (пробирки) со средами в соотношении 1:10
2. Одновременно ставят контроль на нейтрализацию противомикробного вещества разведением, для чего в посевы таких же объёмов и тех же сред вносят взвеси суточных культур тест-штаммов золотистого стафилококка, кишечной палочки и сенной бациллы. 
3. Посевы инкубируют 14 дней: тиогликолевую среду - при 30-35оС, среду Сабуро - при 20-25оС. 
4. По мере помутнения или в конце инкубации (14 день) делают высев на среды с последующим приготовлением мазка и окраской его по методу Грама. 
5. Если после 14-дневной инкубации в опытных колбах (пробирках) нет микроорганизмов, а в контроле нейтрализации есть рост, то испытуемый препарат считается стерильным; при наличии роста в опытных и контрольных посевах испытуемый препарат оценивается как нестерильный. 
31. Влияние физических и химических факторов на м/о. Противомикробные мероприятия. Асептика. Понятие о противомикробном режиме.
Влияние физических факторов.

1. Температура. 

Бактерии, растущие при низкой температуре – психрофилы. К психрофильным микроорганизмам относится большая группа сапрофитов — обитателей почвы, морей, пресных водоемов и сточных вод. Интервал температур, при котором возможен рост психрофильных бактерий, колеблется от -10 до 40 °С, оптимум — от 15 до 40 °С.
При средней (около 37 °С) — мезофилами, Мезофилы включают основную группу патогенных и условно-патогенных бактерий. Они растут в диапазоне температур 10— 47 °С; оптимум роста для большинства из них 37 °С. 

Термофилы - при более высоких температурах (от 40 до 90 °С). На дне океана в горячих сульфидных водах живут бактерии, развивающиеся при температуре 250—300 °С и давлении 262 атм.

2. Высушивание. Обезвоживание вызывает нарушение функций большинства м/о. Наиболее чувствительны к высушиванию патогенные м/о (возбудители гонореи, менингита, холеры, брюшного тифа, дизентерии и др.). Высушивание под вакуумом из замороженного состояния — лиофилизацию — используют для продления жизнеспособности, консервирования микроорганизмов. Лиофилизированные культуры сохраняются, не изменяя своих начальных свойств.

3. Действие излучения. Неионизирующее — УФ, ИК солнечного света, а также ионизирующее излучение — гамма-излучение губительно действуют на м/о через короткий промежуток времени. УФ-лучи применяют для обеззараживания воздуха: бактерицидные лампы УФ-излучения с длиной волны 200—450 нм. Ионизирующее - для стерилизации одноразовой пластиковой микробиологической посуды, питательных сред, перевязочных материалов, ЛС. 

Действие химических веществ. Могут действовать по-разному: служить источниками питания; не оказывать какого-либо влияния; стимулировать или подавлять рост. Химические вещества, уничтожающие микроорганизмы в окружающей среде, называются дезинфицирующими. Антимикробные химические вещества могут обладать бактерицидным, вирулицидным, фунгицидным действием. Химические вещества, используемые для дезинфекции, относятся к различным группам, среди которых наиболее широко представлены вещества, относящиеся к хлор-, йод- и бромсодержащим соединениям и окислителям. Антимикробным действием обладают также кислоты и их соли (оксолиновая, салициловая, борная); щелочи (аммиак и его соли).
Противомикробные мероприятия - совокупность методов уничтожения, подавления жизнедеятельности и ограничения распространения во внешней среде потенциально патогенных для человека микроорганизмов с целью предупреждения развития и лечения инфекционных болезней.

Асептика - это совокупность противомикробных мероприятий, направленных на предупреждение развития инфекционного заболевания во время медицинских вмешательств или нарушений технологического процесса при микробиологических исследованиях и производстве различных материалов. Асептику применяют для борьбы с экзогенной инфекцией, источниками которой являются больные и бактерионосители. Асептика включает стерилизацию и сохранение стерильности инструментов, перевязочного материала, операционного белья, перчаток и всего того, что приходит в соприкосновение с раной, а также дезинфекцию рук хирурга, операционного поля, аппаратуры, операционной и других помещений, применение специальной спецодежды, масок. К мерам асептики относятся также планировка операционных, систем вентиляции и кондиционирования воздуха. Методы асептики применяются также на фармацевтических и микробиологических производствах, в пищевой промышленности.
32. Антисептика: определение понятия, типы, категории, способы проведения. Антисептические средства: классификация, механизм действия, побочное действие.

Антисептика -  совокупность способов уничтожения или подавления жизнедеятельности потенциально опасных для здоровья человека организмов на интактных или поврежденных коже, слизистых оболочках и в полостях с целью профилактики (профилактическая антисептика) и лечения (терапевтическая антисептика) инфекционных процессов.

Выделяют следующие категории профилактической антисептики: 
1) антисептика свежих ран; 
2) хирургическая антисептика рук; 
3) гигиеническая антисептика рук; 
4) антисептика операционного поля; 
5) антисептика пупочной раны, опрелостей и ссадин кожи новорожденных; 
6) предупреждение послеродового мастита, микоза стоп и других инфекций кожи и слизистых оболочек.

Терапевтическая антисептика применяется с целью: 
1) подавления жизнедеятельности микробов-возбудителей местных инфекционных процессов и предупреждения сепсиса; 
2) предупреждения повторного попадания микробов в патологический очаг и развития суперинфекции, реинфекции и вторичной инфекции.

Процесс антисептики состоит из следующих этапов: 
1) очистка места нанесения антисептика от грязи, сгустков крови, слизи, инородных частиц; 
2) хирургическая обработка (при антисептике ран); 
3) внесение антисептического препарата; 
4) изоляция участка.

Антисептические средства подразделяют на: 
1) химические антисептики; 
2) биологические антисептики (бактериофаги и препараты из бактерий-антагонистов); 
3) физические и механические факторы (хирургическая обработка, промывание, дренирование, сорбция и др.). 
Антисептические препараты относятся к следующим классам химических веществ: 
· хлор, другие галогены;
· йод - вызывает коагуляцию белков микроорганизмов. Спиртовой раствор йода (3—5%) - для обработки операционного поля, мелких порезов и ссадин, раствор Люголя — для обработки слизистых оболочек гортани и глотки. Комплексные соединения йода с высокомолекулярными ПАВ (йодофоры), характеризуются высокой бактерицидной и спороцидной активностью, не обладают красящим свойством,  не раздражают кожу и не вызывают аллергических реакций.
· перманганат калия - применяют для полосканий, промываний и спринцеваний при воспалительных заболеваниях верхних дыхательных путей, в урологической и гинекологической практике, перекись водорода для полоскания при восп.заб.верхних дых.путей; 
· формальдегид и спирты - как антисептическое средство используют 70% спирт для обработки рук;

· Красители - бриллиантовый зеленый, метиленовый синий, используют как антисептические средства. Так, например, бриллиантовый зеленый применяют для обработки кожных покровов при небольших травмах, порезах и пиодермиях, метиленовый синий — для лечения циститов и уретритов;

· Кислоты, щелочи и эфиры. Действие связано с резким изменением рН среды, оказывающим неблагоприятное действие. Применяют борную (для полоскания полости рта и зева, промывания глаз), уксусную (обладает хорошей активностью в отношении грамотрицательных бактерий, особенно псевдомонад), бензойную (характеризуется антибактериальным и фунгицидным эффектом). Из щелочей - 0,5% раствор аммиака, используемый для обработки рук хирурга.
· Фенол - для лечения инфицированных ран, пролежней, ожогов. Производные фенола (резорцин, хлорофен, триклозан, тимол, салол) применяют в виде мазей, водных и спиртовых растворов при лечении инфекционно-воспалительных заболеваний в дерматологии и хирургии.
· Гексамин (метенамин) расщепляется в кислой среде очага воспаления с освобождением формальдегида. Этот препарат применяют внутрь и внутривенно для лечения заболеваний мочевыводящих путей, холециститов, менингитов. 
· К группе альдегидов относятся также лизоформ (для спринцеваний в гинекологической практике), циминаль (для лечения трофических язв, ожогов, пиодермии), цимизоль (для лечения гнойных ран я пролежней) и ципидол (для обработки уретры после случайных половых связей).
· Соединения тяжелых металлов. Тяжелые металлы вызывают коагуляцию белков микробной клетки. В связи с аккумуляцией в организме эти соединения редко применяются в медицинской практике. Соединения ртути (тиомерсаль, соли фенилртути) назначают при блефаритах и конъюнктивитах; нитрат серебра — при трахоме; протаргол и колларгол — при конъюнктивитах, циститах, уретритах и для обработки гнойных ран; окись цинка, пластырь свинцовый, ксероформ — как антисептические средства при гнойно-воспалительных заболеваниях кожи. Сулема из-за высокой токсичности в настоящее время для лечения больных не используется.

33. Стерилизация: определение понятия, способы проведения, оценка качества проведения. Последствия нарушения режимов стерилизации.

Стерилизация. Под стерилизацией понимают совокупность физических или химических способов полного освобождения объектов внешней среды от вегетативных и покоящихся форм патогенных, условнопатогенных и непатогенных микроорганизмов.

Цель стерилизации: 1) предупреждение заноса микроорганизмов в организм человека при медицинских вмешательствах; 2) создание и поддержание асептической и безмикробной (гнотобиотической) среды; 3) исключение микробного обсеменения (контаминации) питательных сред, культур клеток, реагентов при микробиологических и иммунологических исследованиях; 4) предупреждение микробной биодеградации (разрушения) лекарственных, диагностических, продовольственных и иных материалов. В медицинской практике стерилизации подвергают медицинский инструментарий и аппаратуру, лекарственные и диагностические препараты, перевязочный и шовный материал, белье, предметы ухода за больными, питательные среды, лабораторную посуду; при создании гнотобиотической зоны - воздух помещения, оборудование и все остальные объекты зоны (боксы, палаты и др.).

Процесс стерилизации объектов состоит из следующих этапов: 
1) дезинфекция; 
2) очистка; 
3) сборка, группировка, размещение в стерилизаторе; 
4) собственно стерилизация; 
5) сушка; 
6) контроль за стерилизацией; 
7) хранение стерилизованных материалов. Большинство объектов стерилизуют насыщенным паром под давлением в специальных аппаратах (паровых стерилизаторах, автоклавах). В зависимости от стерилизуемых материалов температура насыщенного пара устанавливается от 110°С до 138°С, давление- от 0,4 до 2,5 атм, экспозиция - от 3 до 60 мин. Наборы инструментов, текстильные изделия в свертках, простые питательные среды стерилизуют при режиме 1 атм (121 °С) 15-30 мин. Чувствительные к температуре материалы стерилизуют при более низком давлении (0,4-0,5 атм), устойчивые к ней - при более высоком (2,5 атм). Стерилизация сухим жаром в аэростерилах также высокоэффективна, но высокая температура (160-180°С), длительные сроки экспозиции (1-2 часа) и сухой горячий воздух могут вызвать повреждение стерилизуемых материалов. Поэтому сухим жаром стерилизуют предметы из термостабильных материалов (стекло, металл и др.), а также гидрофобные вещества. Термолабильные материалы стерилизуют 3-4-кратным (дробным) прогреванием текучим паром при 100°С по одному часу с перерывами в одни сутки, в течение которых материал находится в термостате (для прорастания спор).

Крупногабаритные изделия, предметы из термолабильных и разнородных материалов стерилизуют в герметических контейнерах (например, ЭТО-стерилизаторах) парами формальдегида, этиленоксида, а также растворами формалинэтилалкоголя, формалинизопропана при экспозиции в 6-24 часа (химическая стерилизация). В заводских условиях медицинские изделия, в основном одноразовые, часто стерилизуют гамма-лучами 0,2-4,5 М рад (лучевая стерилизация). Жидкости и воздух помещений можно простерилизовать пропусканием через бактерицидные фильтры, а также многократным "промыванием" помещения ламинарным потоком стерильного воздуха. Эффективность стерилизации проверяют бактериологическим или химическим методами. При нарушении режима стерилизации – не от всех м/о удастся очистить среду→угроза здоровью пациента (при хир.вмешательствах, приеме лс).
34. Дезинфекция: определение понятия, цели, типы, способы проведения, оценка качества проведения.

Дезинфекция. Под дезинфекцией понимают совокупность способов полного, частичного или селективного уничтожения потенциально патогенных для человека микроорганизмов на объектах внешней среды с целью предупреждения передачи возбудителей болезней от больных и микробоносителей здоровым людям.

Дезинфекция в очагах инфекционных заболеваний (квартира, дом, больничное, служебное помещение и др.) ставит цель селективного уничтожения возбудителя конкретной болезни, например, в очаге туберкулеза - возбудителя туберкулеза, дифтерии - возбудителя дифтерии, гепатита - возбудителя гепатита и т.д. Дезинфекции в этом случае подвергается та группа объектов, которая служит фактором передачи возбудителя этой болезни. Она бывает заключительной, когда инфекционный больной госпитализируется в инфекционную больницу, и текущей, когда больной остается в очаге на какой-то период времени. В больницах, детских, общественных учреждениях ежедневно или периодически проводится профилактическая дезинфекция, цель которой - резкое снижение численности популяции всех потенциально патогенных для человека микробов на всех объектах помещения. В лечебных учреждениях особое внимание обращают на дезинфекцию инструментария, аппаратов, белья, предметов ухода, воздуха, выделений от больных. Дезинфицирующие средства. В подавляющем большинстве случаев для целей дезинфекции используют химические вещества, которые носят название дезинфектанты. Дезинфектанты должны обладать широким спектром действия, микробицидным эффектом, хорошо растворяться в воде и образовывать с ней или с воздухом стойкие активные растворы, суспензии, эмульсии, аэрозоли, туманы, обладать низкой токсичностью и аллергенностью, сохранять активность в обеззараживаемой среде, не повреждать обеззараживаемые объекты, не иметь неприятного запаха, быть экологически чистыми. Чаще применяют хлорсодержащие соединения (гипохлорид кальция, гипохлорид натрия, хлорамин и др.), препараты фенола, глюконат хлоргексидина, формальдегид и глютаральдегид, алкоголи, четвертичноаммониевые соединения, перекись водорода, надмуравьиную и надуксусную кислоты, пресепт, виркон. Выбор дезинфектанта, его концентрации, лекарственной формы (раствор, аэрозоль, суспензия, порошок, паста, лаки, краски и др.) экспозиции (время действия) зависит от требуемой степени дезинфекции, спектра и уровня чувствительности микроба-возбудителя, вида дезинфекции, объекта дезинфекции, условий, в которых протекает процесс дезинфекции. Среди последних важное значение имеет температура рабочей формы дезинфектанта, которая должна быть не ниже 20°С. Дезинфекция должна сопровождаться выборочным бактериологическим и иным контролем. Дезинфицирующий эффект может быть достигнут также с помощью сжигания объекта, прокаливания в пламени, воздействия горячего воздуха или пара в камерах, кипячения в воде, ультразвука, ультрафиолетового облучения, гамма лучей, очистки, стирки, мытья, выколачивания, вытряхивания. протирания, проветривания.
Контроль качества дезинфекции: визуальным, химическим (используют для определения содержания действующих веществ, соответствия концентрации рабочих растворов концентрациям, предусмотренным инструкциями) и бактериологическим (в очагах кишечных инфекций проводят путем обнаружения санитарно-показательной кишечной палочки методами смыва или соскобов) методами.
35. Учение об инфекции (инфекционном процессе): определение понятия, причины и условия возникновения. Отличия инфекционных и неинфекционных заболеваний. Периоды инфекционного заболевания. Исходы инфекционного заболевания.

Инфекция (лат. infectio— заражение), или инфекционный процесс, представляет собой совокупность физиологических и патологических адаптационных и репарационных реакций, которые возникают и развиваются в макроорганизме в процессе взаимодействия с патогенными микроорганизмами, вызывающими нарушения его внутренней среды и физиологических функций. 

Отличия инфекционных заболеваний от неинфекционных:

1.
Причина заболевания – живой агент, при этом каждая болнзнь имеет своего возбудителя.

2.
Сложные процессы взаимодействия между патогенными микроорганизмами и продуктами их жизнедеятельности – токсинами, ферментами – с одной стороны, и клетками, тканями и органами организма хозяина с друой.

Условия возникновения:

1.
Инфицирующая доза заболевания – минимальное количество микробных клеток, способных вызвать инфекционный процесс.

2.
Микроб должен попасть во входные ворота, т.е. орган в котором он может размножаться.

3.
Патогенность  - способность микроба вызывать инфекционный процесс у хозяина.

4.
Степень патогенности – вирулентность – индивидуальный штаммовый признак.
Периоды заболевания

•  инкубационный период —  период от момента проникновения инфекционного агента в организм человека до появления первых предвестников заболевания.  Возбудитель в этот период обычно не выделяется в окружающую среду,  и больной не представляет эпидемиологической опасности для окружающих;

•  продромальный период — проявление первых неспецифических симптомов заболевания, характерных для общей интоксикации макроорганизма продуктами жизнедеятельности микроорганизмов и возможным действием бактериальных эндотоксинов, освобождающихся при гибели возбудителя; они также не выделяются в окружающую среду (хотя при кори или коклюше больной в этот период уже эпидемиологически опасен для окружающих);

· период разгара заболевания — проявление специфических симптомов заболевания. При наличии в этом периоде развития заболевания характерного симптомокомплекса клиницисты называют такое проявление заболевания манифестной инфекцией, а в тех случаях, когда заболевание в этот период протекает без выраженных симптомов, — бессимптомной инфекцией. Этот пе¬риод развития инфекционного заболевания, как правило, сопровождается выделением возбудителя из организма, вследстие чего больной представляет эпидемиологическую опасность для окружающих;  период исходов. 

· период исхода. Далее возможны исходы:

· рецидив заболевания — возврат клинических проявлений болезни без повторного заражения за счет оставшихся в организме возбудителей;

· суперинфекция   —  инфицирование   макроорганизма  тем  же возбудителем до выздоровления. Если это происходит после выздоровления, то будет называться реинфекцией, так как возникает в результате нового заражения тем же возбудителем (как это часто бывает при гриппе, дизентерии, гонорее);
· переход в хроническую форму;
· бактерионосительство, или, вернее, микробоносительство, — носительство возбудителя какого-либо инфекционного заболевания без клинических проявлений;

· полное выздоровление (реконвалесценция) — в этот период воз¬будители также выделяются из организма человека в больших количествах, причем пути выделения зависят от локализа¬ции инфекционного процесса. Например, при респираторной инфекции — из носоглотки и ротовой полости со слюной и слизью; при кишечных инфекциях — с фекалиями и мочой, при гнойно-воспалительных заболеваниях — с гноем;

· летальный исход. При этом необходимо помнить, что трупы инфекционных больных подлежат обязательной дезинфекции, так как представляют собой определенную эпидемиологическую опасность  из-за  высокого  содержания  в  них микробного агента.
36. Роль микроорганизма в инфекционном процессе. Патогенность и вирулентность: определение понятий, характеристика, генетический контроль. Острова патогенности. Внутриклеточный паразитизм микроорганизмов (кроме вирусов). Механизмы персистенции микроорганизмов.

Микробы являются причиной инфекции. Возбудителями инфекций, или инфекционных процессов, явля​ются патогенные, или болезнетворные, м/о, обладаю​щие способностью прикрепляться (адгезироваться) к клеткам оп​ределенных органов, размножаться и колонизировать поражае​мые участки, что в конечном итоге может привести к инфекцион​ной болезни.

Патогенностью называется способность определенных видов микроорганизмов вызывать инфекционный процесс у чув​ствительного к ним человека (животного). Пато​генность определяется комплексом признаков, контролируемых многими группами генов. Таким образом, патогенность является полидетерминантным признаком, который обусловливается нали​чием в структуре микроорганизмов биологически активных ве​ществ — белков, полисахаридов, липидов и их комплексов, а так​же их способностью образовывать токсины и некоторые фер​менты.

Патогенность характеризуется специфичностью, т. е. способ​ностью вызывать типичные для данного вида возбудителя пато-морфологические и патофизиологические изменения в определен​ных тканях и органах при естественных для него способах заражения. ). Генотип патогенного микроорга​низма фенотипически проявляется в его вирулентных и токсичес​ких свойствах. Наряду с патогенными существуют так называе​мые условно-патогенные м/о. Они чаще всего явля​ется естественными обитателями разных биотопов организма че​ловека и вызывают заболевания только при резком снижении об​щего и местного иммунитета.

Вирулентность — это степень патогенности, связанная с живой, активно метаболизирующей клеткой возбудителя, которую суммарно можно выразить в условно принятых едини​цах — DLM и LD50. I DLM (лат. которое при определенном способе заражения вызывает гибель 95 % восприимчивых животных определенного вида, веса и возраста в течение заданного времени. LD5o, вызы​вающая гибель 50% зараженных животных, является более точной дозой. Вирулентность можно рассматривать как фено-типический признак, проявляющийся в организме хозяина в способности инфекционного агента прикрепляться к чувствитель​ным клеткам, колонизировать и вызывать их поражение. Таким образом, различные проявления вирулентности можно назвать факторами вирулентности или патогенности данного микро​организма.Dosis letalis minima) — мини​мальная смертельная доза, равная наименьшему количеству микробных клеток,
К факторам вирулентности относится способность бактери! прикрепляться к эпителиальным клеткам (адгезия), размножать​ся на их поверхности (колонизация), проникать в эти клетки (пенетрация) ил'и в подлежащие ткани (инвазия), противостоять факторам неспецифической и иммунной защиты организма (аг​рессия). Их можно рассматривать как различные функциональ​ные проявления вирулентных свойств, характеризующие пато​генные м/о.
Островки патогенности – разновидность генетических островков, содержащих от одного до нескольких десятков генов, кодирующих факторы патогенности, и способных к одновременной горизонтальной внутривидовой и межвидовой передаче. Присутствуют только у вирулентных микроорганизмов в составе плазмид или бактериальной хромосомы, и отсутствуют у непатогенных штаммов того же или близкородственных видов. 
Основные свойства островков патогенности:
1. Достаточно большие размеры 10 000 – 200 000 п.о. (≈10 –200 генов). 

2. Отсутствуют у непатогенных родственных видов. 

3. Располагаются вблизи генов, кодирующих тРНК. 

4. Содержат гены «подвижности» (интегразу, транспозазу, участки инициации считывания).

5. Имеют мозаичное строение: их участки приобретены в разное время и от разных хозяев.  

6.  Непостоянны и могут быть утеряны. 

К облигатным внутриклеточным микроорганизмам относят прионы, вирусы, риккетсии и хламидии. Они требуют для роста и размножения продукты метаболического аппарата клеток хозяина, инфицируют, как правило, паренхиматозные клетки. Для выявления таких инфектов требуются системы живых клеток, например, куринные эмбрионы, культуры клеток ткани или лабораторных животных. Механизм взаимодействия прионов с инфицированными клетками еще до конца неизвестны.
37. Факторы патогенности (вирулентности) микроорганизмов: адгезины, инвазины, факторы подавления иммунной системы, токсины. Типы экзотоксинов и их биологические свойства.

Каждому патогенному виду микроорганизмов присущ свойственный только ему набор конкретных материальных субстратов — факторов патогенности. 

В роли факторов патогенности выступают:

· структурные компоненты микробной клетки (белки, полисахариды, липиды и их комплексы);

· ферментные системы;

· бактериальные токсины;

· метаболиты, выделяемые в среду.

Факторы патогенности обеспечивают основные этапы инфекционного процесса:

· проникновение паразита в макроорганизм и адаптацию его там; 

· адгезию — способность бактерий прикрепляться к клеткам макроорганизма;

· колонизацию — размножение бактерий на поверхности клеток макроорганизма;

· инвазию — проникновение бактерий через слизистые и соединительнотканные барьеры макроорганизма в подлежащие ткани;

· агрессию — подавление неспецифической и иммунной защиты макроорганизма; 

· повреждение клеток и тканей экзотоксинами, эндотоксинами, ферментами обмена веществ и ферментами-токсинами; 

· переход возбудителя к другому хозяину.

Этапы инфекционного процесса:

I. Попав в организм хозяина, микроорганизмы адаптируются в области входных ворот. Способность к адаптации имеет решающее значение для облигатно-патогенных микроорганизмов.

II. В механизме адаптации большое значение придается их способности к адгезии на поверхности эпителиальных клеток, она облегчает м/о доступ к необходимым источникам энергии. 

Адгезия — пусковой механизм инфекционного процесса — способность микроорганизма адсорбироваться на чувствительных клетках. Адгезия обеспечивается: неспецифическими физико-химическими механизмами, которые реализуются на ранних стадиях адгезионного взаимодействия. 

Поверхности бактериальной клетки и эукариотической клетки-мишени в норме заряжены отрицательно. Нужно преодолеть электростатическое отталкивание→отщепление отрицательно заряженных фрагментов бактериальными ферментами (нейраминидазой, гиалуронидазой). Важна роль гидрофобных соединений, образующихся при метаболизме и обеспечивающих гидрофобные контакты между участниками процесса адгезии. Специфические (лиганд-рецепторные) взаимодействия с участием адгезинов →действуют на клеточные рецепторы тканей человека (рецепторы адгезии). Межмолекулярные взаимодействия - при наличии химического сродства, комплементарности между молекулами: бактериальный адгезин+клеточный рецептор = «ключ к замку». Принципы комплементарности лиганд-рецепторных взаимодействий и взаимной приспособляемости — важнейшие принципы, лежащие в основе взаимоотношений в системах «микрофлора–хозяин». Специфические механизмы играют наиболее важную роль в адгезии. Поэтому микроорганизмы прилипают не к любым клеткам, а только к тем, которые имеют соответствующие рецепторы. Взаимодействие осуществляется посредством активных центров. Особенностями расположения активных центров и их количеством определяется способность макромолекул к взаимодействию. 

Каждый микроорганизм имеет свои собственные, оригинальные по устройству и химическому составу факторы адгезии (адгезины):у Грам– бактерий — пили I и общего типов; у Грам+ бактерий — белки и ТК КС; капсульные полисахариды клебсиелл, поверхностные белки, ЛПС; гемагглютинины вирусов. 

Адгезины -на поверхности м/о, ответственны за связывание его с соответствующими структурами чувствительной клетки (рецепторами адгезии). Адгезины разнообразны по строению и обусловливают высокую специфичность адгезии: одни микроорганизмы прикрепляются к клеткам эпителия дыхательных путей, другие — кишечного тракта, третьи — мочевыделительной системы. 

III. Инвазия — способность микроогранизмов проникать через слизистые, кожу, соединительнотканные барьеры во внутреннюю среду организма и распространяться по его тканям и органам. Инвазия может быть: 

1. Механической ( активная подвижность лептоспир, внедрение бледной трепонемы).

2. Химической (с помощью : гиалуронидазы, которая расщепляет гиалуроновую кислоту — основной компонент соединительной ткани, увеличивает проницаемость слизистых оболочек и соединительной ткани, характерна Streptococcus, Staphylococcus; нейраминидазы (сиалидазы), которая расщепляет нейраминовую (сиаловую) кислоту, составляющую межклеточную основу между эпителиальными клетками). Продуцируют Грам+ и Грам– патогенными бактериями, в. гриппа. V. cholerae с помощью этого фермента может преодолевать слизистые оболочки и распространяться в межклеточном веществе, фибринолизинов (стрептокиназы и стафилококкокиназы), которые растворяют сгусток фибрина, ограничивающий местный очаг воспаления, что позволяет бактериям быстро распространяться в органы и ткани;  коллагеназы, которая интенсивно расплавляет мышечную ткань, т. к. гидролизует коллаген — основной компонент мышечного волокна и способствует продвижению бактерий (продуцируется С. histolyticum и С. perfringens, другими патогенными бактериями). 

3. Биологической: (с помощью переносчиков (трансмиссивный путь передачи): вши переносят боррелий, риккетсий; блохи — иерсиний чумы; комары — малярийных плазмодиев; клещи — боррелий, арбовирусы; внедрение в геном: ретровирусы и ДНК-овые вирусов; внутриклеточное проникновение: пенетрация — проникновение внутрь эпителиальных клеток, разрушение эпителиоцитов и проникновение в подлежащие ткани — характерна для эшерихий, сальмонелл, иерсиний; для внутриклеточных облигатных паразитов (риккетсий, хламидий и вирусов) - размножение только внутри клеток хозяина, которое сопровождается поражением клеточных структур и гибелью клеток;  бактерии рода Yersinia имеют инвазин, который связывается с интегринами хозяина и направляет захват бактерии, пристегивая по механизму «молнии» мембрану эукариотической клетки вокруг бактерии.

IV. Агрессия — способность возбудителя противостоять элиминирующим механизмам организма хозяина благодаря агрессинам (факторам агрессии). Агрессия — один из способов поддержания персистенции возбудителя в макроорганизме.

Факторы агрессии (антифагоцитарные факторы). К ним относятся:

а) подавление стадии поглощения компонентами бактериальной клетки: полисахаридными капсулами S. pneumoniae, H. influenzae, T. pallidum, К. pneumoniae; М-белком и фимбриями стрептококков; поверностным полисахаридом P. aeruginosa; О-антигеном Е. coli; К-антигеном Е. coli, Vi-антигеном S. typhi; белком A S. aureus, который связывается с Fc-фрагментом IgG и блокирует его опсонинсвязывающую способность;

б) внутриклеточное расположение защищает бактерии от внеклеточных бактериоцинов, антител и лекарственных препаратов. К внутриклеточным патогенам относятся М. tuberculosis, L. monocytogenes, S. typhi, S. dysenteriae, Y. pestis, L. pneumophila, Rickettsia, Chlamydia. 
в) подавление слияния лизосом с фагосомами→ избегают действия лизосомальных протеолитических ферментов→выживают внутри фагосом (микобактерии синтезируют сульфатиды, которые модифицируют лизосомальные мембраны→слияние становится невозможным);

г) резистентность к лизосомальным ферментам (воскообразная гидрофобная КС и миколовыми кислотами;Staphylococcus - продуцируют каталазу и супероксиддисмутазу→нейтрализация токсические кислородных радикалов, которые генерируются в фагоцитах) 

д) выход из фагосом ( R. prowazekii использует фермент фосфолипазу→ гидролизует фагосому).  

е) деструкция, макрофагов под действием ферментов или токсинов.

Гемолизины лизируют эритроциты.Патогенные стрептококки продуцируют гемолизин→ связывается с холестерином на мембранах, лизирует лизосомы→их содержимое попадает в ЦП→ гибель клетки. 

Ферменты агрессии микрорганизмов:

протеазы — разрушают иммуноглобулины (антитела); 

плазмокоагулаза — свертывает плазму крови, в результате стафилококки одеваются в фиброзный чехол, что препятствует поглощению лейкоцитами и защищает их от фагоцитоза; 

лецитиназа — разрушает лецитин, входящий в состав оболочек клеток (лейкоцитов, эритроцитов, миоцитов), способствует развитию лейкопении; 

ДНК-аза — деполимеризует ДНК;

дезоксирибонуклеаза — разрушает лейкоциты. 

Антигенная (молекулярная) мимикрия обеспечивает способность м/о маскироваться в организме (общие антигены у β-гемолитических патогенных стрептококков, клеток миокарда и клубочков почек человека→ образующиеся на белок стрептококков Ат взаимодействуют с тканями организма→аутоиммунное поражение ткани миокарда и суставов при ревматизме, нефрит; общие антигены у E. coli O14 и О86 и клеток эпителия слизистой толстой кишки→развитие хронического аутоиммунного колита)
Шоковые белки бактерий. Попадание бактерий в неблагоприятную среду→ активируются гены, кодирующие синтез белков теплового шока→синтезируются в экстремальных условиях для защиты бактерий in vivo→ могут индуцировать в организме аутоиммунные процессы. 

Свойство бактерий продуцировать экзотоксин обозначается токсигенностью, выделять эндотоксин — токсичностью.

Экзотоксины. Характеристика:

· Вещества белковой природы, секретируются микробной клеткой прижизненно или связаны с ней. 

· Обладают высокой активностью и проявляют свой эффект в ничтожных концентрациях. 
· Высокоспецифичны, изменяют нормальный метаболизм клеток хозяина.

· Имеют латентный период действия (циркулируют в крови), затем связываются с мембранами чувствительных клеток и проникают в них. 
· Клеточные рецепторы для разных токсинов неодинаковы, и фиксируются: 

на холинсодержащих рецепторах: О-стрептолизин, пневмолизин, тетанолизин; 

на ганглиозидах определенного типа: энтеротоксин кишечных бактерий, ботулотоксин; 

на фосфолипидах клеточной мембраны: дифтерийный экзотоксин. 

Токсический эффект - только после связывания экзотоксинов с чувствительными клетками-мишенями организма. До момента фиксации в тканях экзотоксины могут быть нейтрализованы специфическими антитоксическими антителами. Экзотоксины являются сильными антигенами, высокоиммуногенны. Они вызывают образование специфических нейтрализующих антител — антитоксинов.

По чувствительности к температуре различают экзотоксины: 

· термолабильные: дифтерийный (60 ºС — 1 ч), столбнячный (60 ºС — 20 мин); 

· термостабильные: ботулинический (кипячение 10–30 мин), стафилококковый (кипячение 2,5–3 ч). 

Под действием формалина при 37 ºС некоторые экзотоксины подвергаются инактивации (токсичность утрачивается, иммуногенность сохраняется) и превращаются в анатоксины( используют в качестве вакцин (дифтерия, столбняк, ботулизм);

Классификации экзотоксинов:

I. По молекулярной организации делятся на 2 группы: 

· Состоящие из двух фрагментов (АВ-структура): ферментативно активная субъединица А  нековалентно связана с транспортной субъединицей В, непосредственно взаимодействующей со специфическим рецептором клетки-мишени. 
· Составляющие единую полипептидную цепь. Нейротоксины синтезируются в виде неактивных полипептидов. Они активируются путем протеолитического расщепления. Активная молекула - состоит из тяжелой (100 кДа) и легкой (50 кДа) цепочек, соединенных S-S связью. 

II. По степени связи с бактериальной клеткой экзотоксины делятся на 3 класса: 

· Секретируемые во внешнюю среду  
· Частично секретируемые и частично связанные с микроорганизмом 
· Связанные с микроорганизмом и попадающие в окружающую среду при разрушении клетки 

III. По механизму действия бактериальные токсины делятся на 6 групп (табл.1):

1. Мембранотоксины, повреждающие клеточные мембраны — вызывают разрушение клеток в результате формирования пор. Запускаются вторичные процессы (высвобождение цитокинов и медиаторов воспаления, выделение эйкозаноидов). 
2. Ингибирующие белковый синтез .Приводит в итоге к гибели клетки-мишени.

3. Активирующие пути метаболизма, контролируемые вторичными мессенджерами - нарушения процессов передачи сигналов, имеющих значение в поддержании разнообразных функций клеток (функциональные блокаторы). 

Холероподобные токсины взаимодействуют с энтероцитами→ активация аденилатциклазы, накоплению цАМФ→ увеличение проницаемости стенки тонкой кишки, выведению воды и электролитов в просвет кишечника→ приводит к диарее и обезвоживанию. 
4. Суперантигены, активирующие иммунный ответ макроорганизма. Эти белковые молекулы напрямую связваются с рецепторами Т-лимфоцитов → приводит к массивной пролиферации последних→сопровождается массивным высвобождением цитокинов. Цитокины вызывают гипотензию, высокую температуру тела и диффузную эритематозную сыпь. 
5. Эксфолиатины S. aureus, влияющие на процесс взаимодействия клеток между собой и с межклеточными веществами, вызывают пузырчатку новорожденных.
6. Эритрогенины S. pyogenes, вызывающие сыпь при скарлатине и покраснение кожи при внутрикожном введении восприимчивым людям.

38. Роль макроорганизма в инфекционном процессе и иммунитете. Значение наследственности и образа жизни человека.
Восприимчивость - видовой признак, характеризующий способность определенного вида  организмов (хозяев) участвовать в инфекционном процессе при взаимодействии с паразитом. Макроорганизм должен быть ВОСПРИИМЧИВ. Зависит от:

1. Наследственно-генетических факторов:

Естественной резистентности организма

Наследственной предрасположенности

2. Возраста

3. Пола (незначительно)

4. Гормонального баланса

5. Условий и образа жизни

6. Физической активности
7. Перенесенных заболеваний (наличие иммунитета)
8. Особенностей питания 
9. Факторов внешней среды 
· Температура

· Влажность

· Излучение (УФ и радиационное)

· Химические соединения

· Наличие очагов инфекционных заболеваний

· Стихийные бедствия 

10. Социальные факторы
*условия быта
*уровень санитарной культуры, коммунального благоустройства
*материальные возможности
*национальные обычаи
11. одним из важных защитных факторов макроорганизма является "нормальная" микрофлора, не
допускающая контакта патогенных микроорганизмов с рецепторами хозяина
39. Роль природных и социальных факторов внешней среды в инфекционном процессе. Способы контроля репродукции и сохранения жизнедеятельности инфекционных агентов во внешней среде.

Роль факторов внешней среды – опосредованная.

 Природные факторы:

  -Температура

  -Влажность

  -Излучение (УФ и радиационное)

  -Химические соединения

  -Наличие очагов инфекционных заболеваний

  -Стихийные бедствия 

 Социальные факторы:

  -Уровень коммунального благоустройства и санитарной культуры 

  -Материальные возможности

  -Условия быта

  -Национальные обычаи

Под противомикробными мероприятиями понимают совокупность методов уничтожения, подавления жизнедеятельности и ограничения распространения во внешней среде потенциально патогенных для человека микроорганизмов с целью предупреждения развития и лечения инфекционных болезней.

Антисептика - способов уничтожения или подавления жизнедеятельности потенциально опасных для здоровья человека организмов на интактных или поврежденных коже, слизистых оболочках и в полостях с целью профилактики (профилактическая антисептика) и лечения (терапевтическая антисептика) инфекционных процессов.

Асептика - это совокупность противомикробных мероприятий, направленных на предупреждение развития инфекционного заболевания во время медицинских вмешательств или нарушений технологического процесса при микробиологических исследованиях и производстве различных материалов.

 Дезинфекция - совокупность способов полного, частичного или селективного уничтожения потенциально патогенных для человека микроорганизмов на объектах внешней среды с целью предупреждения передачи возбудителей болезней от больных и микробоносителей здоровым людям.

Стерилизация - совокупность физических или химических способов полного освобождения объектов внешней среды от вегетативных и покоящихся форм патогенных, условнопатогенных и непатогенных микроорганизмов.
40. Классификации инфекционных заболеваний.
1. В зависимости от хозяина:

а) инф. растений;

б) инф. животных;

в) инфекции людей

2. В зависимости от возбудителя:

а) бактериозы

б) микозы

в) вирусные болезни

г) протозоозы

д) паразитозы

3. В зависимости от тяжести:

а) микробоносительство

б) бессимптомные формы инфекций (латентная)

в) сама инфекция.

4. По длительности течения:

а) острые инфекции – короткий инкубационный период, выражены признаки заболевания, относительно короткое течение (2-3 месяца). Иммунный ответ хорошо выражен. (ангина)

б) первично-хронические инфекции – длительный инкубационный период, медленное начало, нет цикличности, иммунный ответ слабо выражен. (склерома)

в) вторично, или острохронические. 1-я стадия протекает остро, часть больных выздоравливает, а у части болезнь переходит в хроническую форму.

г) меделенные инфукции – вирусной или преонной этиологии. 100% летальность (СПИД).

5. По кратности заражения: 

а) инфекция с однократным заражением организма

б) суперинфекция – заражение тем же микробом, но до выздоровления.

в) реинфекция – заражение тем же микроорганизмом, но после выздоровления.

г) рецидив – возврат клинических проявлений болезни без повторного заражения за счет оставшихся в организме возбудителей. (остеомиелит, возвратный тиф).

6. По числу возбудителей:

а) моноинфекции

б) смешанные инфекции

в) вторичная ифекция – вторичное заражение другим микробом на фоне продолжительного заболевания.

7. По пути проникновения:

а) экзогенная

б) эндогенная – активация микроба, содержащегося в организме.

в) аутоинфекция – за счет микробов, составляющих микрофлору.

8. По месту заражения:

а) внебольничные

б) внутрибольничные

9. По источнику заражения:

а) антропонозы (корь, коклюш)

б) зоонозы – истинные инфекции животных.

в) сапронозы – истинные заражения – внешняя среда.

41. Понятие об источнике и механизмах передачи инфекции, Зоонозы, антропонозы, сапронозы. Микробиологические методы выявления источников и факторов передачи инфекции.

По источнику инфекции:

1. Антропонозы — источник инфекции только человек (больной, бактерионоситель, реконвалесцент). К ним относятся: 

· кишечные инфекции: вирусный гепатит А, полиомиелит, холера, брюшной тиф;

· кровяные инфекции: вирусные гепатиты В и С; 

· респираторные инфекции: дифтерия, корь, коклюш, менингококковая инфекция, скарлатина;

· инфекции покровов: сифилис, гонорея, хламидиоз;

· «вертикальные» инфекции: вирусный гепатит В, ВИЧ-инфекция;

2. Зоонозы — источник -  животные, человек заражается непосредственно от больного животного при контакте с ним либо при употреблении в пищу инфицированных продуктов, либо через укусы кровососущих переносчиков. Различают следующие зоонозы: 

домашних и синантропных животных и птиц: бешенство, орнитоз, сап, бруцеллез, сибирская язва, ящур;

диких животных и птиц (природно-очаговые): бешенство, вирусные геморрагические лихорадки; 

3. Антропозоонозы — источником инфекции чаще является человек, реже — животное (туберкулез).

4. Зооантропонозы — источником инфекции чаще является животное, реже — человек (чума).

5. Сапронозы — резервуаром возбудителя являются объекты внешней среды, сами возбудители отличаются высокой резистентностью во внешней среде и попадание в живой организм не принципиально для сохранения вида возбудителя (псевдомонас-инфекция, легионеллез, клостридиозы).
Характеристика механизмов и путей передачи инфекции
	Механизм
передачи
	Механизмы
передачи
	Ворота 
инфекции
	Пути передачи

	Горизонтальные
	Фекально-оральный
	Кишечник
	Алиментарный (пищевой)
Водный
Прямой контакт (через руки) 
Непрямой контакт (через предметы обихода, лапки насекомых)

	
	Аэрозольный
	Респираторный 
тракт
	Воздушно-капельный
Воздушно-пылевой

	
	Кровяной
	Кровь
	Трансмиссивный (укус кровососущего насекомого)
Парентеральный (инъекционный, гемотрансфузионный)
Половой контакт

	
	Контактный
	Кожа и 
слизистые 
оболочки
	Раневой
Прямой контакт (через руки, половой контакт)
Непрямой контакт (через предметы обихода, посуду, игрушки, лапки насекомых)

	Вертикальный
	Ткани плода
	Трансплацентарный


Эпидемиологическое обследование — комплекс мероприятий по изучению эпидемического очага, используемый для выявления источника возбудителя инфекции, путей и факторов его передачи, а также лиц, подвергшихся риску заражения, и имеющий целью определение характера и объема необходимых в очаге противоэпидемических мероприятий. Включает: опрос больного и окружающих (знающих) его лиц, осмотр очага, изучение документов, результатов лабораторных исследований. 
42. Биологический (экспериментальный) метод исследования: определение, цели, этапы, оценка.
Биологический метод исследования - совокупность способов искусственного воспроизведения клинической картины инфекционных болезней или их синдромов на лабораторных животных. Этот метод преследует также ряд других целей: 

1. Диагностика инфекционных болезней.

2. Выделение и идентификация чистой культуры.

3. Определение вирулентности.

4. Выделение и идентификация экзотоксинов.

5. Культивирование вирусов.

6. Получение иммунопрепаратов.

7. Проверка безвредности и эффективности лечебных препаратов (в т.ч. химиопрепаратов, иммунопрепаратов) и другие. 

Этапы метода:

1. Забор материала (виды материала см. Бактериоскопический метод),

2. Обработка материала.

3. Выбор лабораторного животного, исходя из его чувствительности к предполагаемому возбудителю, его стандартизация и маркировка.

4. Заражение животных одним из способов (подкожный, внутрикожный, внутрибрюшинный, внутримышечный, интрацеребральный, внутривенный, в желудок, интраназальный и др.) в зависимости от тропизма микроба.

5. Регистрация признаков болезни зараженного животного или его смерти.

6. Прижизненный забор материала от животного и проведение бактериологического и серологического исследования, постановка аллергической пробы.

7. Вскрытие, изучение патологоанатомической и патоморфологической картины, протокольный посев органов павших или убитых животных (для выявления обсемененности и выделения чистой культуры). Приготовление мазков-отпечатков из внутренних органов.

8. Идентификация выделенной культуры.

9. Заключение по результатам исследования.

Оценка метода:

Метод высокочувствителен, может быть использован на ранних этапах

болезни, но не всегда доступен, дорог, длителен, небезопасен.

43. Химиотерапия и химиопрофилактика инфекционных заболеваний. Группы химиотерапевтических препаратов, свойства. Химиотерапевтический индекс.
Химиотерапия – лечение инфекционных и паразитарных заболеваний при помощи веществ естественного или синтетическго происхождения, которые оказывают специфический эффект на возбудителя.

Химиопрепараты – это вещества природного или синтетического происхождения, которые в неизменном или после превращения оказывают статическое или цидное действие на м/о во внутренней среде организма хозяина.

Химиопрофилактика – использование химиопрепаратов для предупреждения инфекционного заболевания. Обычно ее применяют в период эпидемий у лиц, контактировавших с больным.

Санация – применение препаратов у бактерионосителей с целью прекращения выделения и носительства патогенного или условнопатогенного возбудителя. 
Антисептики — применяются для обработки интактных и поврежденных кожи и слизистых.

Дезинфектанты — воздействуют на м/о на объектах внешней среды и применяются для их обеззараживания.

Консерванты — применяются для предупреждения микробной порчи продуктов и различных материалов. 

Химиотерапевтический индекс: 

ХТИ = максимальная переносимая доза / минимальная лечебная доза 

ХТИ определяет токсичность препарата: чем ХТИ выше, тем менее токсичен препарат.
Группы химиопрепаратов:

· Сульфаниламиды — производные сульфаниловой кислоты короткого (стрептоцид), среднего и длительного (сульфапиридазин, сульфадиметоксин) д-я. Структурные аналоги ПАБК, нарушают синтез фолиевой кислоты. Бактериостатическое действие в отношении Грам+ и Грам– бактерий. Резистентность - появление новых ферментов (мутации), нечувствительных к действию ингибиторов. Комбинированное ЛС: ко-тримоксазол (бисептол) = сульфаметоксазол + триметоприм (ингибитор превращения ДГФК в ТГФК). 
· Нитрофурановые препараты (фурацилин, фуразолидон), действуют на НАДН2-ДГ мезосом бактерий. Нарушают процесс клеточного дыхания бактерий, ингибируют биосинтез НК. В зависимости от концентрации - бактериостатическое или бактерицидное действие. Активны в отношении многих Грам+ и некоторых Грам– бактерий, а также грибов, простейших, риккетсий. 
· Производные 8-оксихинолина (хинозол, энтеросептол) обладают антибиотической (умеренно активны в отношении Грам– бактерий, неактивны в отношении Грам+), противопаразитарной и противогpибковой активностью. Механизм действия: образование КС с ионами металлов и устранение их стимулирующего влияния на активность ферментов микроорганизмов. При длительном применении: периферические невриты, поражения зрительного нерва, нарушения функций печени и почек. Применяют для лечения мочеполовых и кишечных инфекций, вызванных Грам– бактериями, в большинстве случаев патогенной кишечной палочкой. Резистентность формируется медленно. 
· Производные хиноксалин-1,4-диоксида (хиноксидин, диоксидин) — противомикробные препараты «глубокого» резерва. Эффективны против штаммов бактерий, резистентных к действию других химиопрепаратов, но высокотоксичны, поэтомy используются для лечения тяжелых гнойно-воспалительных процессов только у взрослых. Активность их усиливается в анаэробной среде.
· Производные парааминосалициловой кислоты (ПАСК) и гидразидизоникотиновой кислоты (ГИНК) получены синтетическим путем. Механизм: блокируют синтез миколовой кислоты. Активны в отношении некоторых штаммов микобактерий. 
· Препараты тяжелых металлов: мышьяка, висмута, сурьмы и ртути (бийохинол, бисмоверол, моно- и дихлорид ртути и др.). Механизм: образование нерастворимых соединений металлов с сульфгидрильными группами белков микроорганизмов. Активны в отношении спирохет и простейших. Резистентность к препаратам тяжелых металлов формируется медленно.
· Нитроимидазолы (производные ароматических соединений имидазола): метронидазол, трихопол. Механизм: повреждение ДНК, вызываемое высокоактивными радикалами, высвобождающимися при восстановлении нитрогруппы препарата. Аэробные м/о резистентны, т. к. не могут превратить ЛС в активную форму.  Применяются для лечения протозойных инвазий (трихомониаза, лямблиоза, амебиаза) и инфекций, вызванных анаэробными бактериями.

· Противогрибковые препараты: антибиотики полиеновой группы (нистатин), производные имидазола (клотримазол) и других азолов (инраконазол, флуконазол). Механизмы: ингибируют биосинтез стеролов, → повреждение ЦПМ грибов и повышению ее проницаемости; ингибируют синтез триглицеридов, фосфолипидов; угнетают синтез НК в ядрах грибковых клеток. Имидазолы хорошо проникают во все биологические среды и ткани организма. Их используют системно при лечении кандидоза и глубоких микозов. При комбинации с полиеновыми АБ - аддитивный эффект.
· Противовирусные препараты: аналоги нуклеозидов (ацикловир, рибавирин,  антиретровирусные препараты). Механизмы: блокирование ферментов биосинтеза вирусных НК. Для уменьшения токсического действия препаратов их используют в виде пролекарств (протоксинов), которые превращаются в токсины благодаря действию вирусспецифических ферментов. Озетальмивир (тамифлю) — эффективный и селективный ингибитор нейраминидазы вирусов гриппа А и В. Интерфероны: подавление трансляции вирусных РНК в клетках. В связи с высокой токсичностью терапия при большинстве вирусных инфекций отсутствует. Противовирусные препараты применяются для лечения гриппа, герпеса, ВИЧ-инфекции, вирусных гепатитов.
· Противоопухолевые препараты: антибиотики, алкилирующие, антиметаболиты (метотрексат, фторурацил), растительные алкалоиды ингибируют синтез НК и рост опухолевых клеток. Высокая антимитотическая активность при низкой избирательности действия, поэтому высокотоксичны, обладают иммуносупрессивным действием.
· Противопаразитарные (антипротозойные и антигельминтные) препараты блокируют различные этапы жизенного цикла паразитов. Метронидазол: взаимодействует с ДНК простейших и ингибирует синтез НК, используют для лечения трихомониаза и амебиаза. 
· Антибиотики.

44. Антибиотики: характеристика, классификация, механизмы действия на микробную клетку.

Антибиотики  - это химиопрепараты биологического, полусинтетического или синтетического происхождения, которые в малых концентрациях вызывают торможение или гибель чувствительных к ним микробов и опухолевых клеток во внутренней среде животного организма. Высокая специфичность антибиотиков и их отличие от антисептиков определяются мишенями действия. Мишени действия антибиотиков являются уникальными для прокариот и отсутствуют у эукариот. Благодаря этому препараты этой группы отличаются значительной терапевтической широтой — разницей между концентрациями, оказывающими антибактериальное действие, и концентрациями, проявляющими токсические эффекты на организм человека.

Классификация АБ:

1. По спектру действия:

а) суперузкого спектра – на 1 вид

б) узкого – на группу бактерий 1-2 вида

в) широкого (на несколько видов)

г) суперширокого (+ гельминты, грибы и простейших)

2. По происхождению:

а) микробного происхождения (из бактерий – грамецидин, полимиксин; из грибов – пенициллин, из актиномицетов - стрептомицин)

б) из высших растений (фитонциды) – из семян редиса – рафанин, из чеснока

в) из животных организмов (лизоцим, эритрин)

г) синтетические и полусинтетические

3. По типу действия:

а) микробостатическое – когда имеет место угнетение жизнедеятельности, но не гибель м/о

б) микробоцидное действие – когда антибиотики убивают м/о

4. По химическому составу антибиотики подразделяют на несколько групп.

	Бета-лактамные
ингибиторы синтеза КС
	азотсодержащие гетероциклические соединения с бета-лактамным кольцом
	группа пенициллина, включающая 

природный бензилпенициллин      полусинтетические      (метициллин,   оксациллин,   ампициллин, карбенициллин и др.), и 

группа цефалоспорина (цефалоридин, цефалексин).
	Бактерицидное действие, спектр различен у представителей

	Тетрациклин
Инбибиторы биосинтеза белка на рибосомах, связывают 30S-субьед.рибосом, блок. присоед.тРНК
	состоят из четырех конденсированных
бензольных колец с разными радикалами
	Тетрациклин + полусинтетические    производные:    окситетрациклин,    хлортетрациклин, морфоциклин, метациклин, диоксициклин, вибромицин.
	широкий спектр Грам+ и Грам– аэробных и значительной части анаэробов

	Аминогликозиды

подавление синтеза белка необратимое связывание 30S-субъединицы бактериальных рибосом
	Аминоспирт + аминосахар
	1 поколение (стрептомицин)

2 поколение (гентамицин)

3 поколение (амикацин) 

группа стрептомицина (стрептомидина сульфат) 
группа дезоксистрептамина: неомицин, мономицин, канамицин
	Широкий спектр

бактерицидное д-е + покоящиеся 

	Макролиды
Связывают 50s-субьед.рибосом, ингибируют пептидилтрансферазу
	макроциклическое  лактонное   кольцо  
	14-членное лакт.кольцо (эритромицин)
15-членное (азитромицин)

16-членное
	Бактериостатическое + цидное действие
Грам+ Грам- внутриклеточные паразиты (боррелии, хламидии, микопл)

	Левомицетин
связывание с пептидил-трансферазой 50S-субъед.бактериальной рибосомы.
	нитрофенил, дихлорацетамин и пропандиол
	Левомицетин + хлорамфеникол
	бактериостатический широкого спектра действия, активен в отн. Грам+ и Грам– аэробных и анаэробных

	Полиеновые антибиотики
↓функц.ЦПМ
	несколько сопряженных двойных связей.
	нистатин, леворин, амфотерицин В
	Наиболее часто примен.при кандидозе На бакт. не действуют

	Рифамицины Ингиб. ДНК-зав. РНК-полимеразы. 
	нафталиновое + бензольное кольца
	природный рифамицин 

полусинт. рифампицин
	Акт. в отн. большинства Грам+, микобактерии, а также некоторые Грам– бактерии

	Линкозамиды связывание с 50S-субъединицей рибосом
	
	линкомицин, клиндамицин 


	Грам+ аэробы, умеренно в отн. Грам–, часто перекр. резистентности с 16-членными макролидами.

	Гликопептиды нарушение синтеза пептидогликана КС бактерий
	гликопептиды
	ванкомицин, тейкопланин
	Грам+ аэробные и анаэробные (полирезистентные стафилококки, стрептококки, клостридии)

	Фторхинолоны — полностью синтетические бактерицидные 
Неправильное формирование пространственной структуры ДНК микроорганизма после репликации
	Производные 4-оксихинолонов
	1 поколение – моноФХ (офлоксацин)
2 поколение – диФХ (левофлоксацин)

3 поколение – антианаэробные (монофлоксацин) 
	Широкий спектр, пролонгированное действие, резистентность к ним развивается медленно
Детям до 18 нельзя: патологии суставов


Механизм действия антибиотиков.

1. Ингибиторы синтеза клеточной стенки. бета-лактамные.

2. Ингибиторы синтеза белка (левомицитин, тетрациклин, аминогликозиды)

3. Ингибиторы синтеза ДНК и РНК (фторхинолоны, многие противоопухолевые антибиотики)

4. Ингибиторы функции цитоплазматической мембраны (нистатин, полимексины).

5. Подавление синтеза НК:

а) РНК на уровне РНК – полимеразы.

б) ДНК на уровне ДНК

в) разрушение ДНК – гиразы, хинолоновые.

45. Принципы рациональной антибиотикотерапии. Побочное действие антибиотиков.

Побочное действие антибиотиков.

Побочное действие АБ:

1. Токсическое действие связано с органотропным действием антибиотика. Оно характеризуется четкой органной симптоматикой. Наиболее вероятно у новорожденных, детей младшего возраста и пожилых людей. Нейротоксические (неврит слухового нерва, вестибулярные расстройства), местнораздражающее на ЖКТ; нефротоксическое действие (для выводящихся с мочой, в неизменной форме), гепатотоксическим действием обладают антибиотики, выводящиеся с желчью или метаболизирующиеся в печени и др. 
2. Аллергические реакции, чаще ГНТ, наиболее часто они возникают при применении пенициллинов, левомицетина, тетрациклина. 
3. Дисбиозы, вызываемые длительным применением антибиотиков, особенно широкого спектра действия, также являются результатом побочного химиотерапевтического эффекта.
4. Выраженным иммуносупрессивным действием обладают пенициллин, ампициллин, цефазолин. Их длительное применение может способствовать переходу заболевания в хроническую форму или развитию суперинфекции. Напротив, макролиды, фторхинолоны и линкозамиды усиливают адгезию и хемотаксис фагоцитов, благодаря чему последние проникают в очаг воспаления.
5. Возникновение антибиотикорезистентных форм микроорганизмов;
6. Формирование покоящихся форм бактерий при неправильном подборе дозы антибиотика.
Рациональная АБ-терапия: для уменьшения числа серьезных побочных реакций.
А) Микробиологический принцип: точная этиологическая диагностика, установление чувствительности к АБ. Цель:
1. Выбор наиболее эффективного по спектру действия. 
2. Проблема резистентности: стафилококки, шигеллы, эшерихии, протеи. Чувствительность варьирует в регионах, в зависимости от используемых в течение длительного времени АБ.
3. Своевременное назначение АБ.
4. Учет локализации возбудителя: при внутриклеточной назначают проникающие в клетку 
5. Контроль чувствительности к АБ в процессе лечения, т. к. возможна приобретенная резистентность 
6. Учет развития микст-инфекции, присоединения вторичной инфекции и чувствительности ее возбудителя к АБм→смешанная АБ-терапия, но монотерапия в приоритете
7. Контроль за полнотой излечения, желательно его микробиологическое подтверждение
8. Лучше бактерицидные, бактериостатические антибиотики - в конце, при легком течении. Комбинированная антибиотикотерапия при:

· при смешанных инфекциях; 

· для эффекта при лечении тяжелых инфекций; 

· при недостаточной чувствительности к АБ, если риск развития резистентности м/о; 

· для элиминации персистирующих м/о (изониазид + рифампицин + этамбутол при туберкулезе). 

Взаимодействие антибиотиков при их комбинированном применении:

a. нейтральное — без изменения эффекта каждого; - бактериостатические АБ
b. аддитивное— антибактериальный эффект 1+1=2; 

c. синергидное — эффект потенцируется, 1+1=5; - бактерицидные АБ, бактериостатические
d. антагонистическое — эффект комбинации слабее максимального эффекта каждого 1+1=1,25 в случае АБ комбинированного действия (цидное + статическое).
Б) Клинический принцип предполагает: точный клинический диагноз.

· Учет возраста больного, сопутствующих заболеваний, аллергологического анамнеза, преморбидного фона, состояния иммунитета, индивидуальных особенностей больного; 
· Устранение причин, мешающих лечению (дренаж абсцессов)
· Клинический контроль терапии, проводится мониторинг течения заболевания. Основной критерий эффективности антибактериальной терапии и отмены АБ — регресс клинических симптомов.
В) Эпидемиологический принцип - на предупреждение отбора резистентных к АБ мутантов возбудителя. Формирование антибактериальной резистентности — естественная способность микроорганизмов. 
Стратегия борьбы с резистентностью:

· запрещение применения в вет. практике препаратов, которые используются для лечения человека;
· соблюдение сан.-эпид. режима для предупреждения распространения ВБИ; 
· запрещение бесконтрольного применения антибиотиков;
· разработка принципиально новых антибиотиков;
· постоянный контроль за использованием АБ и формированием к ним бактериальной резистентности.
Г) Экономический принцип определяет доступность препарата для пациента.
Д) Фармакологический принцип: введение оптимальных доз препарата с оптимальной частотой и наиболее подходящими методами. 

· Разовая и суточная дозы АБ - с учетом возраста, массы тела, локализации и степени тяжести;
· Достижение терапевтической концентрации препарата в крови и тканях и поддержание ее на постоянном уровне во время всего курса;
· Кратность: 4–6 раз в сутки. Удобно использование прологированных препаратов 1–2 раза в сутки;

· У новорожденных (из-за незрелости выделительной функции печени и почек) и при тяжелом течении инфекционных заболеваний кумуляция АБ усиливается, поэтому кратность - до 2 раз в сутки; 
· Критерий правильного лечения — контроль за концентрацией антибиотика в плазме. 
· Возможна последовательная смена способов введения: внутривенно, а затем энтерально;
· Продолжительность терапии - индивидуально, в зависимости от ее эффективности;

· Терапия – до очевидного выздоровления больного), затем еще 3 дня, чтобы избежать рецидива.
· Смена АБ- в случае отсутствия клинического эффекта при невозможности оценки чувствительности возбудителя.
При выборе антибиотика учитывается процесс взаимодействия его с «мишенями», который подразделяется на 3 хронологические фазы: фармакоцевтическую, фармакокинетическую и фармакодинамическую.

46. Естественная и приобретѐнная резистентность микроорганизмов к АБм и химиотерапевтическим препаратам. Генетические и биохимические механизмы образования резистентных форм микроорганизмов.

Механизмы формирования резистентности микроорганизмов 

Штамм считается резистентным к антибиотику, если его рост не подавляется минимальной концентрацией АБ, которая обычно подавляет рост бактерий этого вида. 

Виды резистентности:
1. Естественная (природная) резистентность обусловливается одним из следующих механизмов:

· отсутствие мишени для действия АБ;

· недоступностью мишени для действия АБ вследствие первично низкой проницаемости КС;

· ферментативной инактивацией АБ. 

Естественная резистентность — постоянный видовой признак микроорганизмов, она легко прогнозируется. Данные о спектре естественной резистентности микроорганизмов составляют основу для выбора эмпирической терапии инфекционных заболеваний. 

2. Приобретенная — отдельные штаммы живы при тех концентрациях АБ, которые подавляют основную часть микробной популяции. По механизму может быть фенотипической и генетической. 

· Фенотипическая носит временный характер и возникает под влиянием внешней среды: 

· Метаболически неактивные м/о могут быть фенотипически резистентны.

· Потеря специфических рецепторов к АБ и становиться резистентными к нему. 
· Генетическая резистентность связана с изменением генетического аппарата микробной клетки. 
Пути возникновения генетической резистентности:

1. Повышение уровня экспрессии генов, детерминирующих резистентность, в результате спонтанных мутаций в локусе, контролирующем чувствительность к антибиотику. Частота спонтанных мутаций низкая (1 : 107–1012), но бактериальная популяция велика, поэтому существует достаточно много мутантов. Присутствие АБ – селективный фактор отбора мутантов с резистентностью к данному АБ
2. Перенос резистентности между различными видами бактерий с помощью генетических рекомбинаций и распространение резистентных клонов бактерий.

а) приобретение новой генетической информации — R-плазмид, распрострающихся путем конъюгации, формируют своеобразный генофонд лекарственной резистености микроорганизмов. Например, резистентность современных стафилококков к пенициллину доходит до 100 %;

б) передача резистентности от донора к реципиенту при трансформации или трансдукции. М/o, не продуцирующие АБ, могут получить гены инактивирующих ферментов от бактерий-продуцентов. 

Биохимические механизмы резистентности бактерий к АБм:

1. Энзиматическая инактивация в результате действия ферментов, синтезируемых бактериями.
а) фосфорилазы энтеробактерий и энтерококков разрушают аминогликозиды;

в) β-лактамазы разрушают β-лактамные антибиотики (есть более 200). 

2. Модификация мишени действия АБ. Мишень — специфичная точка приложения АБ. Структура мишеней изменчива. В результате спонтанных мишень модифицируется и антибиотик ее не узнает.
Антибиотикорезистентность, ассоциированная с модификацией мишени
	Мишень, подвергающаяся модификации
	Антибиотики, к которым формируется резистентность

	Пенициллинсвязывающие белки
	β-Лактамы

	Белок 30S-субъединицы бактериальной рибосомы 
	Аминогликозиды, тетрациклины

	Белок 50S-субъединицы бактериальной рибосомы
	Левомицетин, линкозамиды, макролиды

	РНК-полимераза 
	Рифампицин

	ДНК-гираза, топоизомераза IV
	Фторхинолоны


3. Снижение проницаемости КС для АБ. Транспорт гидрофильных АБ в клетку-  через пориновые каналы. При нарушении структуры пориновых каналов или их утрате транспорт АБ снижается, формируется резистентность. 
4. Блокада механизмов транспортировки АБ внутрь бактериальной клетки. 
5. Снижение физиологической роли мишени. Роль мишени снижается, но ее поражение не ведет к гибели микробной клетки, поскольку другие структуры берут на себя функцию мишени, т. е. микроорганизм находит обходной путь осуществления функции. Если мишень АБ - ключевой фермент метаболического пути, то продукция фермента, который не связывается с АБ, ведет к формированию резистентности.

6. Активное выведение АБ из микробной клетки (эффлюкс). Есть 4 семейства транспортных систем, переносящих из внутренней среды бактерий определенных препаратов или целых групп АБ.
7. Модификация структуры молекулы АБ, приводящая к утрате биологической активности. 

47. Генотипические и фенотипические методы определения чувствительности микроорганизмов к АБм. Мониторинг резистентности микроорганизмов к АБм в клинической практике. Понятие об эмпирической терапии. Профилактическое назначение антибиотиков.
Профилактическая АБ терапия: 
· cанация микробоносителей; 
· предупреждение инфицирования в период эпидемий (рифампицин элиминирует носительство менингококка); 
· повышенная чувствительность к инфекции у пациентов групп высокого риска: людям с иммунодефицитом, аутоиммунной патологией; 
· перед плановыми хирургическими операциями и манипуляциями. 

Операциями с риском микробного загрязнения проводятся со вскрытием просвета или контактом с полыми органами дыхательных, мочевыводящих путей или ЖКТ. Шок и (или) плохое кровоснабжение тканей в зоне оперативного вмешательства увеличивают риск инфекционных осложнений. 

Манипуляциями с риском микробного загрязнения считаются: 

1. стоматологические, носоглоточные и пищеводные лечебные и диагностические процедуры;
2. процедуры на мочеполовом тракте и ЖКТ.
Профилактика должна начинаться достаточно рано, чтобы обеспечить терапевтическую концентрацию препарата в тканях и в организме во время операции. Повторное введение антибиотика - для поддержания его адекватной концентрации в тканях. 
Эмпирическое назначение антибиотиков. В ситуациях, когда необходимо начать терапию до уточнения этиологии заболевания и определения чувствительности к АБ. Принцип эмпирической, или стартовой антимикробной терапии: АБ широкого спектра действия. При этом следует исключить варианты естественной резистентности возбудителя к антибиотикам:

А) отсутствие у микроорганизма мишени для действия антибиотика;
Б) ферментативную инактивацию антибиотика (назначение АБ группы пенициллина).

Сначала базовые ЛС, широкое использование «ступенчатой» антибиотикотерапии.

В случае тяжелого течения инфекционных заболеваний при невозможности определения антибиотикочувтвительности применяются антибиотики резерва. При эмпирическом назначении антибиотиков особенно актуален контроль эффективности АБ. Наряду с клиническим контролем динамики инфекционного процесса используются бактериологическое выделение возбудителя и определение его чувствительности к антибиотикам. При уточнении бактериологического диагноза первоначальная терапия корректируется с учетом свойств антибиотиков и антибиотикограммы выделенного возбудителя.
Классификация методов определения чувствительности 
микроорганизмов к антибиотикам
	Критерий метода
	Методы

	Подход
	Генотипические:
– ПЦР4
– ПЦР–ПДРФ;
– ДНК-гибридизация;
– секвенирование

	
	Фенотипические:
– диффузионные методы (диско-диффузионный);
– методы разведений (в агаре, в бульоне) ;
– комбинированные (Е-тест)

	Быстрота получения результатов
	Ординарные (обычные)

	
	Ускоренные

	
	Автоматизированные


Минимальная ингибирующая (подавляющая) концентрация (МИК) — наименьшая концентрация антибиотика, которая подавляет видимый рост исследуемого микроорганизма in vitro (в бульонных или на агаровых питательных средах) в стандартных условиях постановки опыта и выражается в мкг/мл (мг/л) или ед/мл.

Минимальная бактерицидная концентрация (МБК) — наименьшая концентрация антибиотика, которая при исследовании in vitro вызывает гибель 99,9 % микроорганизмов от исходного уровня в течение определённого периода времени. 

Чувствительный микроорганизм — штамм, который не имеет механизмов резистентности к данному препарату. Его рост на питательной среде прекращается при использовании антибиотика в терапевтической дозе. 

Умеренно-резистентный микроорганизм — штамм, рост которого на питательной среде прекращается только при использовании антибиотика в высшей дозе. Лечение инфекций, вызываемых умеренно-резистент-ными микроорганизмами, проводится при отсутствии альтернативных препаратов, высшей (максимальной терапевтической) дозой антибиотика.

Резистентный микроорганизм — штамм, который имеет механизмы устойчивости к данному препарату. Его рост на питательной среде прекращается лишь при использовании очень высоких концентраций препарата, которые нельзя создать в организме из-за их высокой токсичности. При лечении инфекций, вызванных этим микроорганизмом, клинический эффект от терапии отсутствует даже при использовании высшей дозы антибиотика. При этом могут наблюдаться побочные действия антибиотика.

Этапы тестирования чувствительности микроорганизмов к антибиотикам:

1. Выделение чистой культуры микроорганизмов 

2. Приготовление среды.

3. Инокуляция среды микроорганизмами. 

4. Инкубация.

5. Учет результатов, анализ, формулирование рекомендаций по лечению.

6. Периодический контроль качества тестирования 

В клинической лаборатории для нетребовательных м/о применяют диско-диффузионный метод.
Про фенотипические методы читаем в практикуме с 26-27. 
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